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mikroskopijo in mikroskopijo s strukturirano osvetlitvijo, lastnosti elementarnih 
dogodkov ekso-/endocitoze smo raziskali z meritvami membranske kapacitivnosti 
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molekule MHCII lokalizirale pretežno v pozne endo-/lizosome, vendar so dosegle 
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spremeni dinamiko elementarnih dogodkov ekso-/endocitoze in podaljša 
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AB  Alzheimerjeva bolezen 
APP  amiloidni prekurzorski protein 
BSA  goveji serumski albumin 
Cv  kapacitivnost mešička 
[Ca2+]i  znotrajcelična koncentracija prostih kalcijevih ionov  
CT-B  podenota B toksina kolere konjugirana s fluoroforjem Alexa Fluor 488  
CŽS  centralni živčni sistem 
Dex488 dekstrani z molekulsko maso 10 kDa konjugirani s fluoroforjem Alexa 
Fluor 488 
DMEM  Eagleov medij modificiran po Dulbeccu (angl. Dulbecco's modified Eagle 
medium) 
DMSO dimetil sulfoksid 
DPSS  diodni (angl. Diode-pumped solid-state; laser) 
EAE  eksperimentalni avtoimunski encefalomielitis 
EEA1  antigen zgodnjih endosomov 1 (angl. Early endosome antigen 1) 
EGF  epidermalni rastni dejavnik 
ekso  eksocitoza 
endo  endocitoza 
FBS  fetalni goveji serum 
Gp  prevodnost ozke fuzijske pore 
GFAP  kisli nitasti protein glije (angl. Glial fibrillary acidic protein) 
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GPN  glicin-fenilalanin β-naftilamid  
HEPES 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetan sulfonska kislina 
Božić M. Elementarni dogodki eksocitoze in endocitoze v aktiviranih astrocitih v kulturi. 
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rpm  obrati na minuto (angl. revolutions per minute) 
serum.  serumski astrociti 
SIM  mikroskopija s strukturiranim osvetljevanjem 
ST  sobna temperatura  
STAT pretvornik signala in aktivator prepisa (angl. Signal transducer and 
activator of transcription) 
Syt  sinaptotagmin 
TPC1  kanal z dvema porama 1 (angl. Two-pore channel 1) 
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membrane protein 2 
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V centralnem živčnem sistemu (CŽS) je delovanje imunskega sistema prilagojeno oz. 
omejeno. Toleranco za vnos antigenov brez proženja imunskega odziva – v katerih igra 
osrednjo vlogo predstavitev antigenov z molekulami poglavitnega 
histokompatibilnostnega kompleksa razreda II (angl. Major histocompatibility complex 
class II, MHCII) limfocitom T pomagalkam – imenujemo imunski privilegij CŽS (Carson 
in sod., 2006; Louveau in sod., 2015; Schwartz in Deczkowska, 2016). V parenhimu CŽS 
tudi ne najdemo dendritičnih celic, specializiranih imunskih celic, ki so vpletene v 
predstavitev antigenov z molekulami MHCII (Mildner in Jung, 2014), potencialen 
doprinos preostalih celic CŽS k temu procesu pa ni povsem jasen (Carson in sod., 2006). 
Astrociti so najštevilnejše in heterogene celice glije, ki zagotavljajo homeostazo v CŽS, 
sodelujejo pa tudi v obrambnih odzivih. Na okvare CŽS se odzovejo s procesom 
aktivacije med katerim se morfološko in funkcionalno spremenijo  (Pekny in Pekna, 
2014). V dosedanjih študijah so aktivacijo astrocitov pogosto raziskovali v celični kulturi, 
v kateri so astrocite tretirali s citokini, med njimi tudi z interferonom γ (IFNγ) (Falsig in 
sod., 2004; Falsig in sod., 2006). Slednji povzroči povečano izražanje molekul MHCII v 
imunskih in nekaterih drugih vrstah celic, tudi v astrocitih (Dong in Benveniste, 2001; 
Borden in sod., 2007). Patofiziološki pomen tega pojava v astrocitih ni dovolj raziskan, 
glede na nekatere dosedanje dokaze pa bi lahko pripomogel k napredovanju določenih 
bolezni CŽS, kot sta multipla skleroza (MS) in Parkinsonova bolezen (Dong in 
Benveniste, 2001; Nair in sod., 2008; Chastain in sod., 2011; Yi in sod., 2019; Rostami 
in sod., 2020). Tretiranje astrocitov z IFNγ poveča izražanje molekul MHCII (Hirsch in 
sod., 1983; Wong in sod., 1984; Zeinstra in sod., 2006; Vardjan in sod., 2012) , ki se 
lokalizirajo v predelke endosomalne poti; zlasti v pozne endosome in lizosome, kot 
kažejo poizkusi s privzemom fluorescenčnih dekstranov iz zunajceličnega prostora 
(Vardjan in sod., 2012). Transport molekul MHCII do celične površine v astrocitih pa ni 
povsem pojasnjen, saj potencialni predelki med lizosomi in plazmalemo, še niso bili 
identificirani. Nadalje, vpliv IFNγ na dinamiko procesov ekso-/endocitoze v astrocitih je 
še povsem neznan.  
Celične kulture astrocitov večinoma vzdržujemo v gojišču z dodanim krvnim serumom. 
Ta fiziološko ni prisoten v CŽS in izzove v astrocitih številne celične spremembe, kot so: 
sprememba morfologije, signalizacije s kalcijevimi ioni in izražanja genov oz. 
spremembo transkripcijskega profila (Morita in sod., 2003; Foo in sod., 2011; Wolfes in 
sod., 2017). Vse to kaže na določeno stopnjo bazalne aktivacije astrocitov, ki so gojeni v 
gojišču z dodanim serumom (serumski astrociti) (Foo in sod., 2011; Zamanian in sod., 
2012). Predhodno navedene celične spremembe imajo lahko pomembne funkcionalne 
posledice, tako bi npr. v astrocitih, gojenih brez prisotnosti seruma, spremenjeni kalcijevi 
odzivi (Morita in sod., 2003; Foo in sod., 2011; Wolfes in sod., 2017) lahko vplivali na 
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dinamiko procesov ekso-/endocitoze. Povečanje znotrajcelične koncentracije prostih 
kalcijevih ionov ([Ca2+]i) velja za ključni prožilec zlivanja mešičkov s plazmalemo, tj. 
končnega koraka eksocitoze, v astrocitih (Zorec in sod., 2012). V serumskih astrocitih je 
eksocitoza relativno dobro raziskana (Kreft in sod., 2004; Guček in sod., 2016; Lasič in 
sod., 2016; Stenovec in sod., 2016; Lasič in sod., 2017; Lasič in sod., 2019), v 
alternativnih celičnih kulturah astrocitov v gojišču brez seruma pa bistveno manj (Foo in 
sod., 2011; Wolfes in sod., 2017). Za ocenjevanje ekso-/endocitotske dejavnosti 
astrocitov gojenih v brezserumskih kulturi so v dosedanjih raziskavah uporabili metode 
kot so spremljanje fluorescenčno označenih eksocitotskih mešičkov s konfokalno 
mikroskopijo (Wolfes in sod., 2017) in določanje izločenega glutamata v zunajceličnem 
prostoru s tekočinsko kromatografijo s tandemsko masno spektrometrijo  (Foo in sod., 
2011). Raziskav, v katerih bi uporabili metodo meritev membranske kapacitivnosti na teh 
celicah, do sedaj ni izvedel še nihče. 
Namen doktorskega dela je bil raziskati vpliv aktivacije astrocitov s citokinom IFNγ na 
izražanje in znotrajcelični transport molekul MHCII ter ekso-/endocitotsko aktivnost 
predelkov, ki omogočajo dostavo in zadrževanje molekul MHCII na površini astrocitov. 
Na ta način smo želeli preučiti celično-biološke spremembe, ki so funkcionalna posebnost 
aktiviranih astrocitov, natančneje omogočajo zmožnost predstavljanja antigenov z 
molekulami MHCII. V nadaljevanju smo preučili še ekso-/endocitotske procese v 
astrocitih, gojenih v celični kulturi brez seruma, ki astrocitom omogoča vzpostavitev bolj 
fiziološke, zvezdaste morfologije in potencialno nižjo raven aktivacije (zvezdasti 
astrociti). 
1. hipoteza. V dendritičnih celicah poteka transport molekul MHCII do plazmaleme s 
pomočjo antigen procesirajočih predelkov, ki se lahko ob prisotnosti ustreznega sprožilca 
podaljšajo in zlijejo s plazmalemo (Boes in sod., 2002; Chow in sod., 2002; Vyas in sod., 
2007). Tretiranje astrocitov z IFNγ inducira izražanje in lokalizacijo molekul MHCII v 
endocitotske predelke in lizosome (Hirsch in sod., 1983; Wong in sod., 1984; Zeinstra in 
sod., 2006; Vardjan in sod., 2012), slednji pa v astrocitih delujejo tudi kot sekrecijski 
predelki (Verkhratsky in sod., 2016). Pričakujemo, da bomo v astrocitih, tretiranih z 
IFNγ, potrdili veliko kolokalizacijo imunofluorescence MHCII s fluorescenčno 
označenimi lizosomi in le majhno kolokalizacijo MHCII s fluorescenco označevalcev 
zgodnjih endosomov. Molekule MHCII se dostavijo na plazmalemo astrocitov z 
eksocitozo lizosomov. Astrocitni lizosomi so večji celični predelki od glutamatergičnih 
in peptidergičnih sekrecijskih mešičkov (Guček in sod., 2016), zato predvidevamo, da 
bomo z meritvami membranske kapacitivnosti v astrocitih, tretiranih z IFNγ, potrdili 
eksocitotsko aktivnost večjih mešičkov. Pričakujemo tudi, da bomo v teh astrocitih, s 
superresolucijsko mikroskopijo s strukturirano osvetlitvijo, pokazali pojavljanje večjih, 
MHCII-imunopozitivnih mešičkov v citoplazmi. 
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2. hipoteza. Od intermediarnih filamentov odvisno povečanje usmerjene mobilnosti 
mešičkov v astrocitih, tretiranih z IFNγ (Vardjan in sod., 2012), domnevno povzroči 
pospešeno porazdelitev mešičkov z molekulami MHCII po celotni citoplazmi celice, 
vključno s perifernimi predeli blizu plazmaleme. Povečana mobilnost mešičkov z MHCII 
lahko poveča verjetnost za njihovo dostavo do plazmaleme in njihovega zlitja, zato v 
astrocitih, tretiranih z IFNγ, pričakujemo povečanje frekvence elementarnih dogodkov 
eksocitoze. Aktivacija purinergičnih receptorjev izzove prehodno povečanje 
znotrajcelične koncentracije prostih kalcijevih ionov  ([Ca2+]i) (Stenovec in sod., 2016) in 
posledično eksocitozo sekrecijskih mešičkov (Guček in sod., 2016; Stenovec in sod., 
2016) ter tudi izločanje ATP iz sekrecijskih lizosomov astrocitov (Zhang in sod., 2007). 
Tretiranje astrocitov z IFNγ je povzročilo izrazitejšo z [Ca2+]i izzvano atenuacijo 
mobilnosti poznih endo-/lizosomov (Vardjan in sod., 2012), ki podaljša zadrževanje 
poznih endo-/lizosomov lokaliziranih v neposredni bližini plazmaleme in potencialno še 
poveča verjetnost za eksocitozo. Po aplikaciji ATP na astrocite tretirane z IFNγ 
pričakujemo povečanje frekvence elementarnih dogodkov eksocitoze večjih mešičkov.  
Dvema hipotezama, ki smo ju zapisali v odobreni dispoziciji doktorske disertacije, smo 
dodali še 3. hipotezo, v kateri smo predpostavili, da celične spremembe astrocitov, ki 
izvirajo iz razlik v postopkih priprave celične kulture in posledično različne stopnje 
aktivacije astrocitov, vplivajo tudi na njihovo ekso-/endocitotsko dejavnost. Slednja 
hipoteza predstavlja vsebinsko nadaljevanje raziskovalnega dela, ki smo ga zastavili v 
prvih dveh hipotezah. 
3. hipoteza. Zvezdasti astrociti v predelu telesa celice (some) kažejo znatno, za ~6 do 7-
krat, večjo frekvenco spontanih porastov [Ca2+]i, ki so po amplitudi in trajanju podobni 
dogodkom v serumskih astrocitih (Wolfes in sod., 2017). To dogajanje bi se lahko zrcalilo 
tudi v povečanem številu oz. frekvenci proženja dogodkov elementarne eksocitoze v 
spontanih razmerah. Prisotnost seruma vpliva na lastnosti kalcijevih odzivov na izbrane 
dražljaje, npr. glutamat in KCl (Foo in sod., 2011). Poleg tega gojišče za zvezdaste 
astrocite vsebuje t. i. heparin-vezavni epidermalni rastni dejavnik (HB-EGF) iz družine 
epidermalnih rastnih dejavnikov (EGF) (Wolfes in sod., 2017). Uporaba EGF za 
vzdrževanje brezserumske kulture astrocitov vpliva na kalcijeve odzive astrocitov. Tako 
gojeni astrociti se na draženje večinoma odzovejo z oscilacijami [Ca2+]i, kar je pri 
serumskih astrocitih manj pogosto (Morita in sod., 2003). Glede na to, da naj bi bile 
oscilacije [Ca2+]i »produktivna oblika« signala, ki omogoča povečano eksocitotsko 
izločanje glutamata iz astrocitov (Pasti in sod., 2001), v zvezdastih astrocitih, poleg 
povečane pojavnosti eksocitotskih dogodkov v spontanih razmerah, pričakujemo tudi 
povečanje frekvence elementarnih dogodkov eksocitoze po draženju z ATP. 
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2 PREGLED OBJAV  
2.1 IMUNSKI SISTEM V CENTRALNEM ŽIVČNEM SISTEMU  
Imunski sistem je vključen v vse odzive na raznovrstne oblike tkivnih okvar v CŽS, 
podobno kot v preostalih tkivih (Heppner in sod., 2015; Ransohoff, 2016; Schwartz in 
Deczkowska, 2016). Vnetje je fiziološki proces, ki je namenjen obrambi tkiva pred 
škodljivimi (patogenimi) dejavniki in odpravi morebitne škode, ki je pri tem nastala, ter 
k povrnitvi homeostaze. Splošno gledano, (akutno) vnetje razumemo kot usklajeno 
dostavo in delovanje krvnih komponent, natančneje plazme in levkocitov na mestu okvare 
(Medzhitov, 2008; Cronkite in Strutt, 2018). Zaradi izredne občutljivosti za toksične 
učinke vnetja in omejene zmožnosti regeneracije je CŽS imunsko posebej prilagojen, tako 
da sta iniciacija in potek vnetnih procesov močno nadzorovana (Carson in sod., 2006; 
Schwartz in Deczkowska, 2016). Ključne posebnosti, ki ustvarjajo edinstveno imunsko 
okolje v CŽS, so: (i) segregacija levkocitov zgolj na strukture izpolnjene z likvorjem (oz. 
cerebrospinalno tekočino), (ii) zavrta iniciacija procesov pridobljene imunosti ali t. i. 
»imunski privilegij« in (iii) rezidentne celice CŽS, zlasti mikroglija in astrociti, so 
sovpletene v imunsko dogajanje (Carson in sod., 2006; Heppner in sod., 2015; Sofroniew, 
2015; Ransohoff, 2016; Schwartz in Deczkowska, 2016). 
Čeprav levkociti sodelujejo pri odzivih na okvare CŽS, so v fizioloških razmerah 
praviloma izključeni iz parenhima CŽS zaradi krvno-možganske pregrade, ki preprečuje 
njihov prestop iz krvi. Krvno-možgansko pregrado omogočajo edinstvene strukturne, 
transportne in presnovne lastnosti endotelijskih celic krvnih žil v CŽS, kot so: tesni 
medcelični stiki, izjemno nizka stopnja transcitoze, izraženost aktivnih transporterjev  ter 
veliko število mitohondrijev. Pri vzdrževanju in uravnavanju njenega delovanja so 
potrebni tudi: periciti, žilna in parenhimska bazalna lamina, perivaskularni izrastki 
astrocitov (lat. glia limitans perivascularis) ter imunske celice CŽS (Daneman in Prat, 
2015). Kljub temu levkociti v fizioloških razmerah prestopajo iz žilja CŽS v likvor, ki 
obliva možganske ventrikle in perivaskularne (Virchow-Robinove) prostore oz. 
subarahnoidni prostor, od koder lahko opravljajo imunski nadzor (angl. immune 
surveillance) v CŽS. Ločnico med krvjo in likvorjem (t. i. krvno-likvorsko pregrado), ki 
je bolj prepustna kot krvno-možganska pregrada in dovoljuje prestop levkocitov, 
predstavlja horoidni pletež. Ta se nahaja v stenah možganskih ventriklov in je sestavljen 
iz izbočenih kapilar, prekritih z enoslojnim kubičnim epitelijem, ki tudi tvorijo likvor. 
Levkociti zapustijo CŽS oz. subarahnoidni prostor skozi možganske limfne žile, ki se 
nahajajo ob arterijah, venskih sinusih in možganskih živcih (zlasti ob nitju olfaktornega 
živca) ter v meningah, in tako dosežejo nosne in globoke vratne bezgavke (Carson in sod., 
2006; Louveau in sod., 2015; Schwartz in Deczkowska, 2016; Louveau in sod., 2017; 
Prinz in Priller, 2017). V določenih patoloških razmerah se poveča prepustnost krvno-
možganske pregrade oz. se ta poruši, kar omogoči levkocitom neposreden vstop v 
možganski parenhim (Yednock in sod., 1992; Kang in sod., 2010). 
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Na podlagi prvotnih opažanj, da je presajanje tumorjev v parenhim CŽS bolj uspešno v 
primerjavi z drugimi (perifernimi) tkivi, in temeljnih poskusov transplantacijske 
imunologije, ki jih je opravil Peter Medawar (Medawar, 1948), se je oblikovala zamisel 
o t. i. »imunskem privilegiju« CŽS. Medawarjevi poskusi so pokazali, da alogenski 
(istovrstni) kožni presadek v CŽS živali, ki predhodno ni bila imunizirana z antigenom 
darovalca, ni sprožil pričakovane imunske reakcije proti tujku  (Medawar, 1948). S 
pojmom imunskega privilegija tako poimenujemo pojav izostanka iniciacije odzivov 
pridobljene imunosti (tj. odzivov posredovanih z limfociti) (Carson in sod., 2006; 
Louveau in sod., 2015). Imunski privilegij je značilen za parenhim CŽS, ne pa tudi za 
subarahnoidni prostor, v katerem v fizioloških razmerah levkociti stalno opravljajo 
imunski nadzor (Mason in sod., 1986; Louveau in sod., 2017). Poleg tega prisotnost 
citokina, poimenovanega transformirajoči rastni faktor β, v CŽS inducira in ohranja 
edinstveni fenotip mikroglije (Abutbul in sod., 2012; Butovsky in sod., 2014) ter zavira 
vnetne odzive (Brionne in sod., 2003; Abutbul in sod., 2012). Pomembno vlogo pri 
dušenju vnetnih procesov v možganih ima tudi živčni prenašalec noradrenalin. Ta je poleg 
sinaptičnega prenosa vključen v uravnavanje številnih drugih procesov v možganih in 
ima izrazite protivnetne in nevroprotektivne učinke (Feinstein in sod., 2016). Znižanje 
koncentracije noradrenalina v možganih pod fiziološko mejo je prepoznano kot 
patogenetski dejavnik pri številnih nevroloških oz. nevrodegenerativnih boleznih. Vzrok 
za upad koncentracije noradrenalina je pogosto degeneracija nevronov možganskega 
jedra locus coeruleus, ki so poglavitni vir noradrenalina v možganih (Heneka in sod., 
2015; Feinstein in sod., 2016; Leanza in sod., 2018). 
Vnetne procese v področju CŽS v znanstveni literaturi pogosto opisujemo s pojmom 
nevroinflamatorni procesi ali krajše nevroinflamacija (iz angl. neuroinflammation). S tem 
so poudarjene navedene posebnosti delovanja imunskega sistema v CŽS, torej doprinos 
sestavin krvno-možganske pregrade, celic glije, kot tudi vključenosti sistemskega 
vnetnega odziva (Heppner in sod., 2015; Ransohoff, 2016). 
 
2.2 ASTROCITI 
Parenhimske celice CŽS so nevroni in celice (nevro)glije, ki se po sodobnih ocenah 
nahajajo v približno enakem številu v možganih (Azevedo in sod., 2009; von Bartheld in 
sod., 2016). Celice glije delimo na celice mikroglije (mezodermalnega, mieloidnega 
izvora) in makroglije (ektodermalnega, nevroepitelijskega izvora), slednje pa nadalje 
delimo na astrocite ali astroglijo, oligodendrocite ali oligodendroglijo in oligodendrocitne 
predniške celice. Navedena razdelitev sama po sebi nakazuje na izjemno raznolikost celic 
glije, katerih skupna imenovalca sta vzdrževanje homeostaze in obramba CŽS 
(Verkhratsky in sod., 2019). 
Astrociti so morfološko in funkcionalno heterogene celice glije, ki so temeljnega pomena 
za ohranjanje homeostaze CŽS na vseh ravneh organizacije. V fizioloških razmerah tako: 
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(i) uravnavanjo koncentracijo ionov in živčnih prenašalcev v zunajceličnem prostoru, (ii) 
podpirajo sinaptični prenos, (iii) zagotavljajo presnovno podporo nevronom, (iv) 
uravnavajo krvni pretok (funkcionalna hiperemija) in (v) ohranjajo celovitost krvno-
možganske pregrade (Khakh in Sofroniew, 2015; Verkhratsky in Nedergaard, 2018; 
Verkhratsky in sod., 2019). 
Opravljanje številnih astrocitnih funkcij omogoča njihova zmožnost komunikacije z 
okoliškimi celicami, nevroni in drugimi celicami glije, ki temelji na izločanju signalnih 
molekul glije. Slednje prestopijo v zunajcelični prostor na različne načine: neposredno iz 
citosola z difuzijo skozi kanale ali pore v plazmalemi, s prenašalci in z zlitjem mešičkov 
z skladiščenimi signalnimi molekulami s plazmalemo oz. eksocitozo (Vardjan in sod., 
2016; Verkhratsky in sod., 2016). Odkritje uravnavanega, od kalcija odvisnega načina 
izločanja glutamata v astrocitih (Parpura in sod., 1994) je močno povečalo interes za 
razumevanje sekrecijskih procesov v astrocitih. Sekrecija z uravnavano eksocitozo je 
podrobno raziskana v nevronih, kjer vstop kalcija v presinaptični živčni končič sproži 
eksocitozo sinaptičnega mešička in izločanje živčnega prenašalca v manj kot milisekundi 
(Südhof, 2013). Tudi astrociti so zmožni uravnavane eksocitoze, vendar je potek tega 
procesa v astrocitih v primerjavi z nevroni pomembno drugačen. Pri tem izstopajo razlike 
v: prostorski organizaciji celotnega sekrecijskega aparata, izraženem naboru proteinov, 
ki sodelujejo pri eksocitozi in kinetiki (Vardjan in sod., 2016; Verkhratsky in sod., 2016); 
eksocitoza v astrocitih poteče s precejšnjo zakasnitvijo po povečanju [Ca2+]i  (Kreft in 
sod., 2004). 
Astrociti podobno kot nevroni vsebujejo različne predelke , ki so zmožni eksocitoze. Ti 
vključujejo: sinaptičnim mešičkom podobne majhne mešičke, elektronsko goste granule, 
lizosome in multivezikularna telesa. Navedeni eksocitotski predelki se med seboj 
razlikujejo glede na: izvor, velikost, tovor, opremljenost z vezikularnimi proteini, 
dinamiko zlivanja in funkcijo (Vardjan in sod., 2016; Verkhratsky in sod., 2016).  
2.2.1 Aktivirani astrociti – obrambna vloga astrocitov 
Iz temeljne funkcije astrocitov, torej vzdrževanja homeostaze, razumljivo sledijo tudi 
njihove zaščitne oz. obrambne zmožnosti. Vsi patofiziološki procesi, ne glede na njihovo 
etiologijo, namreč rušijo homeostazo tkiva (Pekny in Pekna, 2014; Pekny in sod., 2016). 
Obrambni odziv astrocitov ob poškodbi ali okvari CŽS se manifestira s procesom 
reaktivne (astro)glijoze, ki se odraža z raznolikimi strukturnimi in funkcijskimi 
spremembami (Pekny in Pekna, 2014). Kljub temu da je prvi opis sprememb, ki bi jih 
danes razumeli kot reaktivno glijozo oz. brazgotino glije, star skoraj toliko kot prvi opis 
glije, raziskovanje tega procesa zelo dolgo ni bilo deležno velike pozornosti. Omenjeni 
izvorni opis je poročilo Rudolfa Virchowa, v katerem je zabeležil svoje opažanje obsežne 
brazgotine, sestavljene iz mreže izjemno tankih fibril, ki je obdajala nekrotično lezijo v 
hrbtenjači pri avtopsiji bolnika s tabes dorsalis, ene izmed oblik nevrosifilisa (Liddelow 
in Barres, 2017). Tudi Alois Alzheimer je jasno opisal izrazito reakcijo glije v neposredni 
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bližini senilnih plakov, ki jih je opazil v patohistoloških preparatih možganov bolnika z 
boleznijo, ki je bila pozneje poimenovana po njemu; prav tako je opazil bolezenske 
spremembe glije v možganih bolnikov z epilepsijo (Tagarelli in sod., 2006). Eden izmed 
največjih napredkov pri raziskovanju reaktivne glijoze se je zgodil v 70. letih 20. stoletja 
z imunofluorescentnim dokazom intermediarnega filamenta (IF) kislega nitastega 
proteina glije (angl. glial fibrillary acidic protein, GFAP) v reaktivnih astrocitih, ki so jih 
odkrili po (mehanski) poškodbi možganskega tkiva (Eng in sod., 1971). Najbolj klasična 
in prepoznavna znaka reaktivne glijoze sta tako še danes povečano izražanje GFAP in 
drugih IF ter hipertrofija celičnih izrastkov astrocitov. Z današnjega gledišča, reaktivna 
glijoza ni zgolj enostaven in stereotipen odziv. Po aktualni definiciji Michaela Sofroniewa 
iz leta 2009 ji lahko pripišemo štiri ključne lastnosti; proces je: (i) univerzalen in prisoten 
pri vseh vrstah poškodb ter okvar CŽS; (ii) prilagodljiv, torej odvisen od vrste škodljivega 
dejavnika in sorazmeren z njegovo jakostjo; (iii) uravnavan z različnimi signalnimi potmi, 
ki jih določa kontekst motnje; (iv) potencialno zaščiten ali škodljiv, kar povzročijo 
pridobitve ali izgube različnih funkcij astrocitov (Sofroniew, 2009). 
Od prvega opisa tega pojava so se pojavila tudi različna poimenovanja zanj, zaradi česar 
raziskovalci na področju glije še danes nekonsistentno označujejo nekatere pojme  
(Escartin in sod., 2019). Del raziskovalcev pri poimenovanju astrocitov z izraženim 
obrambnim fenotipom daje prednost izrazu: »reaktivni« astrociti. S tem se želijo izogniti 
zamenjavi z astrociti, ki se odzovejo na draženje z določenimi molekulami (zlasti 
živčnimi prenašalci) s povečanjem [Ca2+]i; ta odziv občasno poimenujejo z izrazom 
aktivacija in posledično te celice poimenujejo »aktivirani« astrociti (Ben Haim in sod., 
2015; Escartin in sod., 2019). V tem delu bomo za namen terminološke jasnosti 
poimenovali astrocite, ki so izrazili oz. aktivirali svoj obrambni fenotip: »aktivirani« 
astrociti, medtem ko bomo astrocite, ki so se odzvali na draženje (iz angl. stimulation) s 
prehodnim povečanjem [Ca2+]i, poimenovali »draženi« astrociti, kot je pogosta navada v 
znanstveni literaturi (Wyss-Coray in sod., 2003; Pekny in Pekna, 2014).  
Funkcija aktivacije astrocitov je: (i) nevroprotekcija in trofična podpora okoliškim 
prizadetim celicam, (ii) razmejitev poškodovanega področja in omejitev vnetnega 
dogajanja, kar v najbolj skrajnih primerih vodi do tvorbe brazgotine glije, (iii) ponovna 
vzpostavitev okvarjene krvno-možganske pregrade, (iv) olajšanje ponovne vzpostavitve 
funkcije nevronov (Pekny in Pekna, 2014; Sofroniew, 2015; Pekny in sod., 2016; 
Liddelow in Barres, 2017). Namen tega astrocitnega odziva je tako predvsem zaščita in 
obnovitev izgubljene funkcije možganov, medtem ko v nekaterih patofizioloških 
razmerah, v katerih prihaja do pretiranega vnetnega odziva, aktivirani astrociti prispevajo 
k napredovanju bolezenskega procesa (Zamanian in sod., 2012; Pekny in Pekna, 2014; 
Liddelow in Barres, 2017).  
2.2.1.1 Intermediarni filamenti aktiviranih astrocitov 
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Številne prvotne študije so za raziskovanje funkcije aktiv iranih astrocitov uporabile 
transgene miši z izbitim GFAP, domnevno ključnim proteinom aktiviranih astrocitov. 
Prvotni objavi sta poročali o normalnem razvoju in reprodukcijski sposobnosti kot tudi o 
odsotnosti anatomskih nepravilnosti in očitne patologije CŽS v zdravih odraslih 
transgenih živalih (Gomi in sod., 1995; Pekny in sod., 1995). Kljub zgodnjim 
ugotovitvam so v eni izmed naslednjih raziskav opazili motnje v mielinizaciji in zgradbi 
beline kot tudi v delovanju krvno-možganske pregrade pri starejših (18 do 24 mesecev 
starih) miših (Liedtke in sod., 1996), v drugi raziskavi pa spremembe v procesih 
sinaptične plastičnosti v hipokampusu (McCall in sod., 1996). Verjetno ključna 
ugotovitev vseh štirih navedenih raziskav je, da GFAP ni bistven za proces aktivacije 
astrocitov (Gomi in sod., 1995; Pekny in sod., 1995; Liedtke in sod., 1996; McCall in 
sod., 1996). Nadgradnja prvotnih študij je pripeljala do izboljšanega transgenega modela 
miši za reaktivno glijozo, v katerem sta izbita gena za GFAP in vimentin (Vim), ki je 
drugi ključni proteinski gradnik IF v astrocitih. Slednje je povzročilo  odstranitev  dveh 
ključnih IF v astrocitih (Potokar in sod., 2020) in spremembo morfologije aktiviranih 
astrocitov, ki so imeli predvsem krajše celične izrastke v primerjavi z aktiviranimi 
astrociti v miših divjega tipa. Miši z izbitima GFAP in Vim (GFAP/Vim KO) imajo po 
mehanski poškodbi CŽS oslabljeno integriteto brazgotine glije z večjo vsebnostjo 
celičnega debrija, ki vodi v obsežnejše (popoškodbene) krvavitve in pogostejšo smrt 
(Pekny in sod., 1999; Giménez Y Ribotta in sod., 2000; Wilhelmsson in sod., 2004). Po 
ishemični kapi je bilo v tem modelu miši prizadeto obširnejše področje CŽS (Li in sod., 
2008b), upočasnjeni pa sta bili regeneracija aksonov kortikospinalne proge in 
funkcionalno okrevanje (Liu in sod., 2014). Aktivirani astrociti v GFAP/Vim KO miših 
imajo kljub večji prvotni okvari znatno boljšo sposobnost regeneracije sinaps po 
mehanski poškodbi (entorinalne) možganske skorje v primerjavi z mišmi divjega tipa  
(Wilhelmsson in sod., 2004). Pri križanju GFAP/Vim KO miši s pogostim živalskim 
modelom Alzheimerjeve bolezni (AB), tj. miši z mutiranima genoma za amiloidni 
prekurzorski protein (APP) in presenilin 1 (PS1; APP/PS1 KO), ki kažejo značilno 
amiloidno patologijo AB (Radde in sod., 2006), je imelo izbitje GFAP/Vim v astrocitih 
škodljive posledice (Kraft in sod., 2013), v drugi raziskavi pa nasprotno ni povzročilo 
izrazitejših sprememb amiloidne patologije AB (Kamphuis in sod., 2015). Kljub temu da 
rezultati slednje raziskave niso pokazali zmanjšanja obremenjenosti možganovine z 
amiloidnimi plaki ali aktivacije mikroglije pri AB zaradi odsotnosti GFAP/Vim, je 
analiza transkriptoma astrocitov v teh miših razkrila zanimive spremembe v uravnavanju 
izražanja nekaterih genov. Transgeno potomstvo GFAP/Vim in APP/PS1 KO miši je 
imelo večje količine mRNA za proteine, ki sodelujejo pri razgradnji v lizosomih in 
vnetnih odzivih v primerjavi z APP/PS1 KO mišmi, kar nakazuje na raznolikost procesov, 
na katere vplivajo IF v astrocitih, kot tudi na funkcionalno prilagodljivost aktiviranih 
astrocitov (Kamphuis in sod., 2015). V skladu s temi ugotovitvami nekateri raziskovalci 
poročajo, da aktivirani astrociti miši razgrajujejo amiloid β tako in vitro (Wyss-Coray in 
sod., 2003) kot in vivo (Xiao in sod., 2014) in privzamejo distrofične nevrite, ki se 
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nahajajo neposredno ob amiloidnih plakih (Gomez-Arboledas in sod., 2018). Vsi 
navedeni rezultati kažejo na izjemno raznolike patofiziološke posledice  aktivacije 
astrocitov. 
2.2.1.2 Heterogenost aktiviranih astrocitov 
 
V raziskavi transkriptoma astrocitov odraslih miši po dveh različnih vrstah možganskih 
okvar, po ishemični kapi ali nevroinflamaciji, ki jo je povzročilo intraperitonealno 
injeciranje lipopolisaharidov, so ugotovili številne spremembe izražanja genov. 
Pričakovano se je povečalo izražanje genov za IF, zlasti GFAP in Vim. Največje število 
induciranih genov v aktiviranih astrocitih kodira proteine, ki so potrebni za tvorbo in 
oblikovanje zunajceličnega matriksa ter adhezijo celic, kar odraža njihove sposobnosti 
modulacije zunajceličnega okolja in tvorbe brazgotine glije. Kljub dvema različnima 
patofiziološkima mehanizmoma okvare v obeh modelih bolezni so kazali aktivirani 
astrociti precejšnje podobnosti v transkripcijskih odzivih . Hkrati je bilo izražanje 
številnih drugih genov različno spremenjeno in značilno za vrsto prvotne okvare. Po 
nevroinflamaciji je bilo v aktiviranih astrocitih povečano predvsem izražanje genov, ki 
so vključeni v predstavitev antigenov, delovanje komplementnega sistema in odzive na 
interferone; aktivirani astrociti po ishemični kapi so povečano izražali gene nekaterih 
metabolnih poti, celičnega cikla in različnih transkripcijskih dejavnikov. Po analogiji z 
aktivacijo makrofagov, kjer sta dve poglavitni subpopulaciji aktiviranih makrofagov 
poimenovani M1 in M2, so avtorji prvi fenotip aktiviranih astrocitov poimenovali A1, 
drugega pa A2 (Zamanian in sod., 2012). Fenotip aktiviranih astrocitov A1 v celični 
kulturi inducira kombinacija citokinov: dejavnik tumorske nekroze, interlevkin 1α in 
komponenta komplementa 1q, ki jih in vivo proizvajajo aktivirane celice mikroglije. V 
kokulturah aktiviranih astrocitov A1 z različnimi podtipi nevronov ali oligodendrociti so 
nevroni tvorili manj sinaps, astrociti pa so imeli okrnjeno sposobnost fagocitoze in celo 
delovali toksično na več podtipov nevronov in oligodendrocitov, kar je povzročalo tudi 
njihovo smrt (Liddelow in sod., 2017). Navedeni rezultati prepričljivo dokazujejo 
potencial aktiviranih astrocitov za oblikovanje patofiziologije bolezni CŽS. Te ugotovitve 
so zato vodile do oblikovanja hipoteze dihotomne aktivacije astrocitov, ki predpostavlja 
(le) dva skrajna tipa aktivacije astrocitov, potencialno pa tudi vmesne, mešano aktivirane 
astrocite (Liddelow in Barres, 2017). 
Po letu 2015 je bilo objavljenih nekaj raziskav, v katerih so podrobneje preučili 
transkripcijske profile celic CŽS (Zeisel in sod., 2015; Lake in sod., 2018; Mathys in sod., 
2019; Wheeler in sod., 2020; Zhou in sod., 2020). Tako je bilo z uporabo sekveniranja 
mRNA iz posameznih celic ali posameznih celičnih jeder odkritih več edinstvenih 
transkripcijskih prepisov (»podpisov«) aktiviranih astrocitov (John Lin in sod., 2017), 
med drugim pri AB (Mathys in sod., 2019; Zhou in sod., 2020) kot tudi pri MS (Wheeler 
in sod., 2020). Te ugotovitve niso presenetljive, saj tudi koncept polarizirane M1 oz. M2 
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aktivacije makrofagov, ki je služil kot zgled za hipotezo aktivacije astrocitov vzdolž 
enodimenzionalnega A1 – A2 spektra, danes razumemo kot pretirano poenostavitev 
(Ginhoux in sod., 2016). Na podlagi navedenih rezultatov je trenutno bolj verjeten obstoj 
številnih raznolikih tipov aktivacije astrocitov, pri čemer ima pomembno vlogo 
mikrookolje (aktiviranega) astrocita (Liddelow in sod., 2017; Park in sod., 2019). 
Poleg predhodno navedenih ugotovitev so Zamanian in sodelavci prav tako potrdili 
poprejšnja poročila o drugačnem transkripcijskem profilu (neonatalnih) astrocitov v 
kulturi (pripravljenih po metodi McCarthy – de Vellis), ki vsebuje serum v primerjavi z 
akutno izoliranimi astrociti (Cahoy in sod., 2008; Foo in sod., 2011) in odkrili številne 
podobnosti s transkripcijskim profilom reaktivnih astrocitov (Zamanian in sod., 2012). 
2.2.1.3 Vpliv interferona γ na aktivacijo astrocitov 
 
Vezava citokinov na tarčne receptorje v plazmalemi astrocitov povzroči številne celične 
spremembe, ki so značilne za aktivacijo. Zaradi tega se aplikacija posameznih citokinov 
ali njihovih kombinacij (»koktajlov«) kulturam astrocitov pogosto uporablja kot in vitro 
model aktivacije astrocitov (Giulian in Lachman, 1985; Yong in sod., 1991; Falsig in 
sod., 2004; Falsig in sod., 2006; Hamby in sod., 2012). Aktivacija astrocitov lahko poteče 
že v zgodnji fazi bolezni, pred vstopom levkocitov v CŽS, sprožijo jo citokini in/ali drugi 
vnetni dejavniki, ki lahko iz periferije hitro prestopijo v CŽS in se razširijo po njem 
(Chanaday in Roth, 2016). Citokini sprožijo v astrocitih delovanje številnih signalnih 
poti, ki aktivirajo transkripcijske dejavnike, kot so: jedrni faktor κB in proteini iz družine 
signalnih transduktorjev in aktivatorjev transkripcije (angl. Signal transducer and 
activator of transcription, STAT), ter tako povzročijo izražanje mnogih genov in 
raznolike fenotipske spremembe (Kang in sod., 2010; Wang in sod., 2013).  
IFNγ (tudi interferon tipa II ali imunski interferon) proizvajajo predvsem imunske celice, 
kot so aktivirani limfociti celice T pomagalke (angl. T helper cells) in naravne celice 
ubijalke (angl. Natural killer cells), v CŽS pa domnevno še druge rezidentne celice CŽS 
(Borden in sod., 2007; Green in sod., 2017; Monteiro in sod., 2017; Ivashkiv, 2018). 
Vezava IFNγ na receptor za IFNγ sproži signalno kaskado Janusove kinaze/STAT in 
povzroči ustrezne transkripcijske odzive (Wang in sod., 2013; Green in sod., 2017). 
Učinki IFNγ na delovanje imunskega sistema so kompleksni. Usmerjeni so predvsem v 
obrambo pred znotrajceličnimi infekcijami, uravnavanje vnetnih in drugih imunskih 
odzivov ter imunski nadzor (nad celicami pred potencialno malignimi spremembami) 
(Borden in sod., 2007; Ivashkiv, 2018). 
IFNγ v celicah imunskega sistema, zlasti v t. i. profesionalnih antigen predstavitvenih 
celicah, med katere prištevamo dendritične celice, makrofage in limfocite B, močno 
poveča izražanje molekul MHCII (Borden in sod., 2007; Ivashkiv, 2018). IFNγ nadalje 
inducira ekspresijo molekul MHCII tudi v številnih drugih vrstah celic, ki v fizioloških 
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pogojih ne predstavljajo antigenov z MHCII. Slednje imenujemo neprofesionalne antigen  
predstavitvene celice, mednje pa prištevamo tudi astrocite  (Dong in Benveniste, 2001). 
Ta pojav je bil večkrat potrjen v celičnih kulturah astrocitov glodalcev (Hirsch in sod., 
1983; Wong in sod., 1984; Zeinstra in sod., 2006; Vardjan in sod., 2012) in človeka 
(Smith in sod., 2013; Vagaska in sod., 2016). V patofiziološkem smislu je izražanje 
MHCII v astrocitih povezujejo zlasti z boleznijo MS in živalskim modelom te bolezni, 
eksperimentalnim avtoimunskim encefalomielitisom (EAE) pri glodavcih (Dong in 
Benveniste, 2001; Nair in sod., 2008; Chastain in sod., 2011; Yang in sod., 2012; Mayo 
in sod., 2014; Itoh in sod., 2018; Yi in sod., 2019). Nedavno so izražanje MHCII v 
astrocitih potrdili tudi pri Parkinsonovi bolezni (Rostami in sod., 2020). Kljub temu sta 
funkcija in pomen izražanja MHCII v astrocitih aktiviranih z IFNγ nepopolno razumljena 
(Dong in Benveniste, 2001; Nair in sod., 2008; Chastain in sod., 2011). 
Izbitje transaktivatorja MHCII (angl. class II, major histocompatibility complex, 
transactivator, CIITA), ključnega regulatorja izražanja MHCII, v astrocitih ne vpliva na 
pojavnost EAE pri miših (Stuve in sod., 2002). Navkljub temu je pri EAE v astrocitih 
povečano izražanje genov, ki kodirajo proteine , vključene v predstavitev antigenov z 
MHCII, in to zlasti v bolezensko prizadetih regijah CŽS (Itoh in sod., 2018). Izražanje 
MHCII v astrocitih hrbtenjače je pozitivno korelirano s proizvodnjo IFNγ pri miših z 
EAE; koncentracija IFNγ v hrbtenjači je tudi najvišja ob vrhuncu bolezni (Yang in sod., 
2012). Vse kaže, da so astrociti zmožni predstavljati antigene limfocitom T pomagalkam 
in vitro; izražanje molekul MHCII v astrocitih v modelu EAE ima kompleksno, 
potencialno škodljivo vlogo pri napredovanju in potenciranju bolezni oz. avtoimunskih 
in nevrodegenerativnih boleznih CŽS (Dong in Benveniste, 2001; Nair in sod., 2008; 
Chastain in sod., 2011; Yi in sod., 2019). 
 
2.3 PREDSTAVITEV ANTIGENOV Z MOLEKULAMI MHCII 
Molekule MHC delimo v dva razreda, ki opravljata podobno funkcijo: na celični površini 
predstavljata peptide limfocitom T. Molekule MHC razreda I izražajo vse celice z jedrom 
in predstavljajo celici lastne (znotrajcelične) antigene oz. peptide CD8 pozitivnim 
citotoksičnim limfocitom T, ki ob prepoznavi antigena povzročijo smrt tarčne celice. Ta 
proces je pomemben zlasti za obrambo pred okužbami z znotrajceličnimi bakterijami in 
virusi ter potencialno maligno spremenjenimi celicami. Molekule MHCII vežejo kratke 
peptidne fragmente antigenov, ki jih antigen predstavitvene celice privzemajo iz 
zunajceličnega prostora in jih po proteolitični razgradnji v poznih endo-/lizosomih 
izpostavijo na celični površini za predstavitev CD4 pozitivnim limfocitom T 
pomagalkam. Aktivacija slednjih je ključna za začetek pridobljenega oz. specifičnega 
imunskega odziva. Pri tem je potrebno navesti, da lahko antigen predstavitvene celice 
zunajcelične antigene predstavljajo tudi z molekulami MHCI (navzkrižna predstavitev, 
Božić M. Elementarni dogodki eksocitoze in endocitoze v aktiviranih astrocitih v kulturi. 




angl. cross-presentation) kot tudi znotrajcelične antigene z molekulami MHCII (Neefjes 
in sod., 2011; Roche in Furuta, 2015).  
Molekule MHCII se po sintezi v endoplazemskem retikulumu povežejo s proteinom, 
poimenovanim invariantna veriga (angl. invariant chain, Ii), ki vsebuje signalno 
zaporedje za dostavo molekul MHCII do poznih endo-/lizosomskih predelkov, kjer 
poteka procesiranje antigenov in vezava peptidnih fragmentov na molekule MHCII. Po 
prvotnem transportu do plazmaleme, se molekule MHCII z vezano Ii izjemno hitro 
internalizirajo s klatrinom posredovano endocitozo in nadalje usmerijo do poznih endo-
/lizosomov, ki jih zaradi njihove funkcije v tem kontekstu imenujemo tudi antigen 
procesirajoči predelki (Roche in sod., 1993; Walseng in sod., 2008; Roche in Furuta, 
2015). Antigen predstavitvene celice živahno vzorčijo zunanje okolje s privzemanjem 
zunajcelične vsebine, poleg tega pa obdelujejo tudi lastne, znotrajcelične proteine, ki jih 
vključujejo v antigen predstavitveno funkcijo. Privzem zunajceličnih antigenov 
omogočajo procesi, kot so makropinocitoza, fagocitoza in s klatrinom posredovana 
endocitoza, medtem ko se znotrajcelični antigeni dostavijo do antigen procesirajočih 
predelkov s procesom avtofagije (Roche in Furuta, 2015). Poti molekul MHCII in 
antigenov se križajo v za lizosomski membranski protein 1 (LAMP1) imunopozitivnih 
antigen procesirajočih predelkih z zakisanim pH, ki vsebujejo proteolitične encime in 
proteina DM in DO (oz. HLA-DM in HLA-DO pri človeku) (Nijman in sod., 1995; 
Kleijmeer in sod., 2001). Tu se Ii zaporedno odcepi z molekul MHCII, omogočena pa je 
tudi razgradnja antigenov na krajše peptide fragmente, ki se lahko nadalje vežejo na 
molekule MHCII. Slednji proces uravnavata proteina DM in DO, ki olajšata in modulirata 
vezavo peptidov na molekule MHCII (Mellins in Stern, 2014). V elektronskih 
mikrografijah nezrelih dendritičnih celic imajo ti predelki izrazito multivezikularno 
morfologijo. V njihovi svetlini so številni intraluminalni mešički, ki vsebujejo večino 
molekul MHCII (Nijman in sod., 1995; Kleijmeer in sod., 2001; Ten Broeke in sod., 
2011). Opisani predelki v nezrelih dendritičnih celicah vsebujejo do ~75 % vseh molekul 
MHCII; do plazmaleme pa se dostavi le manjši del teh molekul (Kleijmeer in sod., 2001; 
Ten Broeke in sod., 2011; Roche in Furuta, 2015). Aktivacija celičnih Tollu podobnih 
receptorjev z mikrobnimi molekulami, kot je lipopolisaharid, sproži zorenje dendritičnih 
celic. Imunogene molekule MHCII z vezanimi peptidnimi fragmenti se nato množično 
transportirajo iz antigen procesirajočih predelkov do plazmaleme (Boes in sod., 2002; 
Chow in sod., 2002; Vyas in sod., 2007). V zrelih dendritičnih celicah transport proti 
plazmalemi omogoča elongacija oz. tubuliranje poznih endo/-lizosomov (Boes in sod., 
2002; Chow in sod., 2002; Vyas in sod., 2007), ki se neposredno zlijejo s plazmalemo 
(Chow in sod., 2002). Tubulirani pozni endo/-lizosomi se kolokalizirajo z LAMP1 in 
obarvajo z barvilom LysoTracker, ki obarva kisle predelke (Vyas in sod., 2007). Opisani 
proces tubulacije poteka na način, ki je odvisen od mikrotubulov (Boes in sod., 2002; 
Vyas in sod., 2007). Ob tem intraluminalni mešički izginejo, njihova usoda pa ni povsem 
pojasnjena (Perrin in sod., 2019). Opaženi oz. predlagani poteki so: povratno zlitje 
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intraluminalnih mešičkov z membrano antigen procesirajočega predelka in dostava 
molekul MHCII na plazmalemo (Kleijmeer in sod., 2001), izločanje intraluminalnih 
mešičkov v zunajcelični prostor v obliki eksosomov (Théry in sod., 1999; Buschow in 
sod., 2009) ali njihova razgradnja (Ten Broeke in sod., 2011). 
Dendritične celice izjemno učinkovito aktivirajo limfocite T pomagalke in se uporabljajo 
kot model za študij procesa predstavitve antigenov. Številčne so zlasti v tkivih, ki delujejo 
kot pregrada med zunanjim in notranjim okoljem (npr. koža in črevesje); sicer pa so jih 
našli v skoraj vseh tkivih, s pomembno izjemo možganskega parenhima (Mildner in Jung, 
2014). Se pa tudi profesionalne antigen predstavitve celice razlikujejo med seboj po 
nekaterih lastnostih procesiranja in predstavitve antigenov, predvsem: prevladujočih 
mehanizmih privzema antigenov, lastnosti antigen procesirajočega predelka in času 
zadrževanja molekul MHCII z vezanimi peptidi na plazmalemi (Roche in Furuta, 2015). 
 
2.4 CELIČNE KULTURE ASTROCITOV  
Spoznanja o funkciji astrocitov v fizioloških in patoloških razmerah so od 80. let 20. 
stoletja dalje v občutni meri temeljila na uporabi celičnih kultur astrocitov (Lange in sod., 
2012). Uporaba primarnih monokultur astrocitov se je razmahnila po objavi postopka 
izolacije in obogatitve astrocitov, ki sta ga razvila Ken McCarthy in Jean De Vellis. 
Temeljni element njunega protokola je uporaba gojišča z vsebnostjo krvnega seruma  
(McCarthy in de Vellis, 1980). Slednji je kompleksna zmes, ki zadovoljuje različne 
presnovne potrebe celic in vsebuje pomembne rastne dejavnike (Lange in sod., 2012) ter 
bistveno izboljša pritrjanje astrocitov na podlago in njihovo sposobnost proliferacije 
(Morrison in de Vellis, 1981; Foo in sod., 2011). Kljub navedenim prednostim pa je 
uporaba seruma v gojišču iz več razlogov sporna in nezaželena. Natančna sestava seruma 
ni popolnoma poznana, dolgoročno lahko prihaja do precejšne variabilnosti med 
različnimi šaržami in pripravki različnih proizvajalcev (Codeluppi in sod., 2011), kar 
povečuje tudi variabilnost rezultatov (Lange in sod., 2012). Prisotnost seruma v gojišču 
povzroči izrazito spremembo morfologije astrocitov v kulturi, ki imajo namesto značilne 
zvezdaste oblike s številnimi celičnimi izrastki predominantno ploščat in poligonalen 
videz (Morrison in de Vellis, 1981; Fischer in sod., 1982; Foo in sod., 2011). Astrociti, 
gojeni v kulturi, s serumom so bili na podlagi visokega izražanja GFAP opredeljeni kot 
aktivirani (Hamby in sod., 2012), kar potrjuje tudi njihov spremenjen transkripcijski 
profil, ki kaže veliko stopnjo ujemanja z aktiviranimi astrociti (Foo in sod., 2011; 
Zamanian in sod., 2012). Uporaba seruma je nenazadnje povezana tudi z nekaterimi 
pravnimi in etičnimi zadržki (van der Valk in sod., 2018). 
Iz navedenih razlogov so se vse od začetka uporabe celičnih kultur astrocitov pojavljali 
poskusi formulacije kemijsko definiranega gojišča (Morrison in de Vellis, 1981; Fischer 
in sod., 1982). Foo in sod. so razvili zahtevnejši postopek  za selekcijo astrocitov, ki 
temelji na zaporedni uporabi protiteles, specifičnih za različne vrste celic v CŽS. Nadalje 
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so prepoznali HB-EGF kot ključni rastni dejavnik, ki omogoča preživetje astrocitov v 
kulturi in ga vključili v formulacijo brezserumskega, definiranega gojišča (Foo in sod., 
2011). Nedavno so Wolfes in sodelavci z izpeljavo iz dotedanjih metod razvili nov 
protokol (angl. a low-cost easy stellate astrocyte method), ki omogoča gojenje zvezdasto 
oblikovanih astrocitov in je hkrati razmeroma nezahteven in stroškovno ugoden. Začetek 
postopka priprave kulture je enak metodi McCarthya in De Vellisa, pred nasajanjem 
astrocitov na krovna stekelca serumsko gojišče zamenjamo z brez-serumskim gojiščem z 
dodanim HB-EGF in celice vzdržujemo v njem (glej podpoglavje 3.4.2 Zvezdasti 
astrociti). Astrociti v taki kulturi imajo značilno zvezdasto obliko (zvezdasti astrociti), v 
nasprotju z astrociti, gojenimi v serumskem gojišču (serumski astrociti); tudi njihov 
transkripcijski profil je bolj podoben profilu akutno izoliranih astrocitov. Serumski in 
zvezdasti astrociti izražajo primerljive količine GFAP, slednji pa izražajo manj Vim, kar 
nakazuje na nekoliko nižjo stopnjo njihove aktivacije (Wolfes in sod., 2017).  
Primerjave kultur serumskih astrocitov in astrocitov gojenih brez uporabe seruma kažejo 
na pomembne funkcionalne razlike med prvimi in drugimi. Raziskave dosledno 
ugotavljajo spremenjene lastnosti z draženjem izzvanih [Ca2+]i odzivov (Morita in sod., 
2003; Foo in sod., 2011; Wolfes in sod., 2017). Wolfes in sodelavci poročajo tudi o 
neskladjih med serumskimi in zvezdastimi astrociti pri kolokalizaciji z mešički 
povezanega membranskega proteina 2 (angl. Vesicle-associated membrane protein 2, 
VAMP2) bodisi s proteini endosomalnega sistema bodisi protein i iz družine 
sinaptotagminov (Syt), ki so vpleteni v zaznavo povečane [Ca2+]i in uravnavano 
eksocitozo (Wolfes in sod., 2017). Kljub vsemu je proces ekso-/endocitoze v zvezdastih 
astrocitih zelo malo raziskan. Še več, v nobeni od dosedanjih raziskav tako še niso 
neposredno raziskali lastnosti elementarne ekso-/endocitoze z uporabo elektrofiziološke 
tehnike meritev membranske kapacitivnosti.  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL  
3.1.1 Kemikalije 
Preglednica 1: Seznam kemikalij 
Table 1: List of chemicals  
Kemikalija Kataloška številka, Proizvajalec 
ATP A2383 
barvilo FM4-64 T3166, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, ZDA 
barvilo LysoTracker Red DND-99 (LyTR) L7528, Thermo Fisher 
Scientific 
človeški heparin vezoči epidermalni rastni dejavnik (angl. Heparin-
Binding EGF-Like Growth Factor (HB-EGF)) 
E4643 
dekstrani z molekulsko maso 10 kDa konjugirani s fluoroforjem 
Alexa Fluor 488 
D22910 
dimetil sulfoksid (DMSO) D2438 
fetalni goveji serum (FBS) D2438 
glicin-fenilalanin β-naftilamid (GPN) 21438-66-4, Santa Cruz 
Biotechnology, Dallas, TX, 
ZDA 
D-glukoza G8270 
gojišče  Eagleov medij modificiran po Dulbeccu (angl. Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium, DMEM) s 4500 mg/l glukoze, brez L-
glutamina 
D5671 
gojišče L-15 (Leibovitz), brez L-glutamina L5520 
gojišče Neurobasal 21103049, Thermo Fischer 
Scientific 
goveji serumski albumin (BSA) A2153 
HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetan sulfonska kislina) H3375 
kalijev klorid (KCl) P3911 
komplet reagentov za označevanje lipidnih raftov s podenoto B 
toksina kolere, konjugirano s fluoroforjem Alexa Fluor 488 (CT-B) 
V34403, Thermo Fisher 
Scientific 
natrijev klorid (NaCl) 1064041000 
poli-L-lizin (PLL) P1524 
raztopina 16 % formaldehida v deionizirani vodi (%m/v) 28908, Thermo Fisher Scientific 
raztopina 200 mM GlutaMAX-1 35050038, Thermo Fischer 
Scientific 
raztopina 1 M kalcijevega klorida (CaCl2) 15641930, Thermo Fischer 
Scientific 
raztopina 1 M magnezijevega klorida (MgCl2,) 60-047-233, Thermo Fischer 
Scientific 
raztopina 100 mM natrijevega piruvata S8636 
raztopina 10000 U/ml penicilina in 10 mg/ml streptomicina P0781 
raztopina 0,5 % tripsina z 0,2 % EDTA (%m/v) T3924 
se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 1: Seznam kemikalij 
Kemikalija Kataloška številka, Proizvajalec 
rekombinantni podganji IFNγ HC3010-01, Hycult Biotech, 
Uden, Nizozemska 
serumski nadomestek B-27 17504044, Thermo Fischer 
Scientific 
tablete fosfatnega pufra z NaCl (PBS) P4417 
transfekcijska reagenta Lipofectamin LTX in Plus 15338100, Thermo Fisher 
Scientific 
Triton X-100 T9284 
Ultroser G 15950-017, Pall Corporation, 
Port Washington, NY, ZDA 
vklopno sredstvo SlowFade Gold Antifade brez oz. z barvilom DAPI S36936 oz. S36942 
 
Vse kemikalije so bile pridobljene od proizvajalca Merck (Darmstadt, Nemčija), razen 
kjer je navedeno drugače. 
 
3.1.2 Protitelesa 
Preglednica 2: Seznam protiteles 
Table 2: List of antibodies 
Protitelo Kataloška številka Proizvajalec 
mišje monoklonsko protitelo proti MHCII, klon 
MRC-OX6 
 
ab23990 Abcam, Cambridge,  
Velika Britanija 
zajčje monoklonsko protitelo proti Rab7 
 
ab137029 Abcam 
zajčje poliklonsko protitelo proti Rab4A 
 
ab13252 Abcam 
zajčje poliklonsko protitelo proti  
antigenu zgodnjih endosomov 1  
(angl. Early endosome antigen 1, EEA1) 
 
ab2900 Abcam 
zajčje poliklonsko protitelo proti  
kanalu z dvema porama 1  
(angl. Two-pore channel 1, TPC1), klon 
3526#6C 
 




kozje proti mišje protitelo konjugirano s 
fluoroforjem Alexa Fluor 546 
 
A11003 Thermo Fisher Scientific 
kozje proti mišje protitelo konjugirano s 
fluoroforjem Alexa Fluor 488 
 
A11001 Thermo Fisher Scientific 
kozje proti zajčje protitelo konjugirano s 
fluoroforjem Alexa Fluor 488 
 
A11008 Thermo Fisher Scientific 
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3.1.3 Gojišča in raztopine 
Izolacijsko gojišče za astrocite 
Preglednica 3: Sestava izolacijskega gojišča za astrocite 
Table 3: Composition of isolation media for astrocytes 
Sestavina Količina (za 50 ml) 
gojišče L-15 49,5 ml 
200 mM L-glutamin 0,5 ml 
penicilin in streptomicin 25 μl 
BSA 50 mg 
 
Gojišče za serumske astrocite 
Preglednica 4: Sestava serumskega gojišča za astrocite 
Table 4: Composition of serum culture media for astrocytes 
Sestavina Količina (za 50 ml) 
gojišče DMEM 39 ml 
FBS 10 ml 
100 mM natrijev piruvat 0,5 ml 
200 mM L-glutamin 0,5 ml 
penicilin in streptomicin 25 μl 
 
Gojišče (brez seruma) za zvezdaste astrocite 
Preglednica 5: Sestava gojišča za zvezdaste astrocite 
Table 5: Composition of culture media for stellate astrocytes 
Sestavina Količina (za 50 ml) 
gojišče Neurobasal 48,5 ml 
serumski nadomestek B-27 1 ml 
200 mM GlutaMAX-1 0.5 ml 
HB-EGF 25 μl 
penicilin in streptomicin 25 μl 
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Preglednica 6: Sestava lipofekcijska gojišča 
Table 6: Composition of lipofection media  
Sestavina Količina (za 50 ml) 
gojišče DMEM 49 ml 
100 mM natrijev piruvat 0,5 ml 
200 mM L-glutamin 0,5 ml 
penicilin in streptomicin 25 μl 
 
Raztopina PBS 
Raztopino PBS smo pripravili po navodilih proizvajalca z raztopitvijo tablete PBS v 200 
ml vode MiliQ. Raztopina je vsebovala 10 mM fosfatnega pufra, 137 mM NaCl in 2,7 
mM KCl. 
 
Raztopina 3 % BSA v PBS 
Raztopino smo pripravili z raztapljanjem 1,2 g liofiliziranega BSA v 40 ml raztopine PBS 
s pomočjo magnetnega mešala. Pripravljeno raztopino smo filtrirali (s filtrom s premerom 
por 0,22 μm), alikvotirali in do uporabe hranili v zamrzovalniku (-20 °C). 
 
Zunajcelična raztopina 
Preglednica 7: Sestava zunajcelične raztopine 
Table 7: Composition of extracellular solution 
Sestavina Količina (za 400 ml) Končna koncentracija (mM) 
NaCl 3,038 g 130 
KCl 0,150 g 5 
CaCl2 800 μl 2 
MgCl2 400 μl 1 
HEPES 0,567 g 10 
D-glukoza 0,360 g 10 
 
Raztopino smo titrirali z NaOH do pH 7,2 in preverili osmolarnost raztopine (300 mOsm) 
z osmometrom Osmomat 030 (Gonotec, Berlin, Nemčija). 
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Dražeča raztopina ATP 
Dražečo raztopino ATP smo pripravili z dodatkom založne raztopine 190 mM ATP v 
zunajcelično raztopino do končne koncentracije 1,1 μM na dan izvedbe poskusov in jo do 
uporabe hranili na ledu zaščiteno pred svetlobo. 
 
3.2 PRIPRAVA CELIČNE KULTURE PODGANJIH ASTROCITOV 
Priprava celičnih kultur podganjih astrocitov je potekala v skladu z zakonodajo 
predpisano v 4. poglavju (z naslovom: »Poskusi na živalih in delo na izoliranih tkivih, 
organih in truplih predhodno usmrčenih živali«) Zakona o zaščiti živali (ZZZiv-UPB3; 
Uradni list RS, št. 38/13 z dne 3. 5. 2013). Poskusi so bili opravljeni z veljavno 
priglasitvijo dela na izoliranih organih, tkivih in truplih v ta namen usmrčenih živalih (št. 
potrdila U34401-47/2014/7, izdana dne 19. 02. 2015) s strani Uprave za varno hrano, 
veterinarstvo in varstvo rastlin. 
Celično kulturo podganjih astrocitov smo pripravili iz možganske skorje 2-3 dni starih 
podgan seva Wistar po protokolu Schwartza in Wilsona (1992), ki je modifikacija 
postopka po McCarthyu in DeVellisu (Schwartz in Wilson, 1992). Živali smo usmrtili z 
dekapitacijo. Kožo in lobanjo nad možgani smo najprej zarezali v sagitalni ravnini in nato 
še pred ušesi. Izpostavljene možgane smo zajeli z zakrivljeno pinceto in jih prestavili v 
pokrov narobe obrnjene petrijevke (d = 60 mm). Možganski polobli smo razprli, ju ločili 
od preostanka organa in odstranili hipokampusa ter sprednja dela čelnih režnjev. Obe 
polovici možganske skorje smo prenesli v petrijevko z izolacijskim gojiščem (3 ml) in 
pod lupo odluščili možganske ovojnice z njune površine ter ju dvakrat preložili v novi 
petrijevki z izolacijskim gojiščem (3 ml). Oba kosa možganske skorje skupaj z 
izolacijskim gojiščem smo prenesli iz petrijevke v 15 ml centrifugirko in ju 
resuspendirali. Pridobljeno suspenzijo celic smo dvakrat centrifugirali po 4 minute pri 
1200 obratih na minuto (angl. revolutions per minute, rpm); po vsakem centrifugiranju 
smo odstranili supernatant in celice v peletu resuspendirali v izolacijskem gojišču (5 ml). 
Suspenzijo celic smo prenesli v petrijevko (d = 35 mm), jo zaporedoma prebrizgali skozi 
injekcijske igle s premerom 1,1, 0,8 in 0,6 mm, filtrirali (s filtrom s premerom por 75 μm) 
ter ponovno centrifugirali 4 minute pri 1200 rpm. Po centrifugiranju smo odstranili 
supernatant, celice v peletu resuspendirali v serumsko gojišče (5 ml) in prenesli v večjo 
kultivacijsko posodo za gojenje celic (25 cm2) s filterskim zamaškom. Celice smo 
vzdrževali v inkubatorju (HF90, Heal Force, Šanghaj, Kitajska) pri temperaturi 37 °C, 
sestavi atmosfere 5 % CO2/95 % zrak in 95 % relativni zračni vlažnosti.  
Ko so celice dosegle vsaj 70 % konfluenco, smo jih trikrat zapored stresali preko noči pri 
225 rpm. Po tretjem stresanju smo astrocite presadili v več (od 4 do 12) manjših posod za 
gojenje celic (10 cm2). Iz večjih kultivacijskih posod smo odstranili gojišče, dodali 
raztopino tripsina z EDTA (4 ml) in po 5 minutni inkubaciji pri 37 °C prenesli suspenzijo 
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odlepljenih astrocitov v 15 ml centrifugirko. Suspenzijo astrocitov smo centrifugirali 5 
minut pri 900 rpm, odstranili supernatant in astrocite v peletu resuspendirali v serumsko 
gojišče. V vsako manjšo kultivacijsko posodo smo nanesli 0,5 ml suspenzije astrocitov in 
dodali 2 ml serumskega gojišča. Tako pripravljene posode z astrociti smo vzdrževali v 
inkubatorju. Astrocitom v kulturi smo zamenjali gojišče s svežim gojiščem vsaka dva dni 
oz. naslednji dan po izolaciji celic in stresanjih preko noči. Svežo celično kulturo 
podganjih astrocitov smo pripravili vsakih ~14 dni. 
 
3.3 PRIPRAVA STERILNIH KROVNIH STEKELC PREVLEČENIH S PLL 
Krovna stekelca s premerom 22 mm (Thermo Fisher Scientific) smo 10 minut segrevali 
v mikrovalovni pečici in nato 15 minut inkubirali v 70  % etanolu. Tako sterilizirana 
krovna stekelca smo dvakrat sprali v vodi MiliQ, 20 minut inkubirali v  vodni raztopini 1 
% PLL (%m/v) in ponovno dvakrat sprali v vodi MiliQ. Krovna stekelca smo položili v 
sterilne petrijevke (d = 35 mm), posušili (~2 uri), nato pa petrijevke s krovnimi stekelci 
zaprli in zatesnili s parafilmom. Slednje smo hranili v hladilniku pri temperaturi 4 °C. 
 
3.4 NASAJANJE ASTROCITOV NA KROVNA STEKELCA PREVLEČENA S PLL 
3.4.1 Serumski astrociti 
Iz manjših kultivacijskih posod z astrociti smo odstranili gojišče, dodali ogreto raztopino 
tripsina z EDTA (1,5 ml) in celice inkubirali 5 minut pri 37 °C. Učinkovitost odlepljanja 
astrocitov smo ocenili pod invertnim svetlobnim mikroskopom. V posodo smo dodali 
ogreto gojišče (1,5 ml), sprali dno in suspenzijo odlepljenih astrocitov prenesli v dve 1,5 
ml mikrocentrifugirki. Suspenzijo smo centrifugirali 5 minut pri 900 rpm (Centric 150, 
Tehtnica, Železniki, Slovenija), odstranili supernatant, astrocite v peletu resuspendirali v 
gojišče (od 0,5 do 1 ml, odvisno od prvotne gostote astrocitov) in suspenzijo astrocitov 
po potrebi dodatno redčili z gojiščem. Ob opažanju morebitnih celičnih skupkov smo 
suspenzijo astrocitov zaporedoma prebrizgali skozi injekcijske igle s premerom 1,1, 0,8 
in 0,6 mm. Na krovna stekelca prevlečena s PLL smo enakomerno nanesli 50 μl 
suspenzije astrocitov in jih inkubirali 20 minut v inkubatorju. V petrijevke z astrociti smo 
nato dodali gojišče (2 ml), ki smo ga zamenjali naslednji dan po nasajanju in nato na 
vsaka dva dni. Astrocite na krovnikih smo vzdrževali v inkubatorju  do uporabe. Astrocite, 
ki smo jih pripravili po tem postopku in gojili v gojišču za astrocite s serumom , smo 
poimenovali serumski astrociti. 
3.4.2 Zvezdasti astrociti 
Pripravo celične kulture zvezdastih astrocitov smo izvedli po postopku, ki temelji na 
protokolu opisanem v Wolfes in sodelavci (Wolfes in sod., 2017). Začetek postopka je 
bil enak (predhodno) opisanemu v podpoglavju 3.4.1. Po nanosu suspenzije astrocitov na 
krovna stekelca in dvajsetminutni inkubaciji smo krovnike dvakrat sprali s sterilnim 
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(filtriranim) gojiščem Neurobasal in oskrbeli z gojiščem (brez seruma) za zvezdaste 
astrocite (2 ml). Gojišče za zvezdaste astrocite smo zamenjali naslednji dan po nasajanju 
celic na krovna stekelca in nato na vsaka dva dni. Astrocite smo vzdrževali v inkubatorju 
do uporabe. Astrocite, ki smo jih pripravili po tem postopku, smo poimenovali zvezdasti 
astrociti.  
Za tretiranje z IFNγ smo astrocite (naslednji) dan po nasajanju na krovna stekelca oskrbeli 
z ustreznim gojiščem s 600 U/ml IFNγ in inkubirali 48 ur v inkubatorju.  
 
3.5 VNOS PLAZMIDNE DNA V ASTROCITE  
Transfekcijo astrocitov smo izvedli ~24 ur po nasaditvi astrocitov na krovna stekelca s 
PLL. Za transfekcijo smo uporabili reagenta Lipofectamin LTX in Plus, s katerima smo 
v astrocite vnesli plazmidno DNA, ki kodira fuzijski protein LAMP1-EGFP (darilo prof. 
dr. Magdalene So, Oregon Health Sciences University, Portland, OR, ZDA). V prvi 
sterilni mikrocentrifugirki smo razredčili 2 µl reagenta Lipofectamine LTX v 50 µl 
lipofekcijskega gojišča, v drugi sterilni mikrocentrifugirki pa smo razredčili plazmid 
LAMP1-EGFP (0,8 µg plazmida na krovno stekelce) in 1 µl reagenta Plus v 50 µl 
lipofekcijskega gojišča. Vsebini obeh mikrocentrifugirk smo združili in dobljeno 
lipofekcijsko raztopino inkubirali 5 min pri sobni temperaturi (ST). V času inkubacije 
smo astrocitom odstranili gojišče, jih enkrat sprali in oskrbeli z lipofekcijskim gojiščem 
(0,9 ml). Nato smo dodali še lipofekcijsko raztopino (0,1 ml). Astrocite smo inkubirali 3 
ure v inkubatorju in zatem dodali 30 µl Ultroser G. Transfeciranim astrocitom smo 
naslednji dan odstranili gojišče in jih oskrbeli s svežim gojiščem (2 ml).  
 
3.6 IMUNOCITOKEMIJA  
3.6.1 Označevanje znotrajceličnih predelkov s fluorescenčno označenimi protitelesi 
Krovna stekelca z astrociti smo enkrat sprali (3 minute) v raztopini PBS (2 ml) in prenesli 
v suhe petrijevke. Astrocite smo fiksirali s 4 % formaldehidom (400 µl) 15 minut pri ST 
in nato permeabilizirali z dodatkom 0.1 % Tritona X-100 v 4 % formaldehidu (400 µl) za 
nadaljnjih 10 minut pri ST. Krovna stekelca smo zatem štirikrat sprali v PBS in prenesli 
v suhe petrijevke. Za zmanjšanje nespecifične vezave protiteles smo nato inkubirali 
astrocite z 10 % kozjim serumom v 3 % BSA (300 µl) 1 uro pri 37 °C. Krovna stekelca 
smo ponovno enkrat sprali v PBS, prenesli v suhe petrijevke in inkubirali preko noči pri 
4 °C s primarnimi protitelesi, redčenimi v 3 % BSA (zgolj proti MHCII (1:100 – 1:250) 
oz. sočasno s proti Rab7 (1:200) ali proti Rab4A (1:400) ali proti EEA1 (1:500) ali proti 
TPC1 (1:500)). Naslednje jutro smo krovna stekelca štirikrat sprali v PBS, prenesli v suhe 
petrijevke in inkubirali z ustreznimi sekundarnimi fluorescenčnimi protitelesi, redčenimi 
v 3 % BSA (zgolj kozje protitelo, označeno z Alexa Fluor 546, proti mišjim primarnim 
protitelesom (1:600) oz. hkrati s kozjim protitelesom, označenim z Alexa Fluor 488, proti 
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zajčjim primarnim protitelesom (1:600)), 45 minut pri 37 °C. Krovna stekelca smo zatem 
ponovno štirikrat sprali v PBS. Na sredino objektnih stekelc smo kanili 17 μl vklopnega 
sredstva SlowFade Gold Antifade z oz. brez barvila DAPI in na njih previdno položili 
krovna stekelca tako, da je bila površina z nasajenimi astrociti obrnjena proti objektnemu 
stekelcu. Krovna stekelca smo pričvrstili z lakom za nohte, posušili in preparate shranili 
v hladilniku pri 4 °C. 
Pri določenih poskusih smo neposredno pred zaključkom 48 -urnega tretiranja z IFNγ 
krovna stekelca z astrociti inkubirali v serumskem gojišču, ki je hkrati z IFNγ vsebovalo 
tudi 0,5 ‰ DMSO (vol%, kontrolno topilo) ali 200 μM GPN, 30 minut v inkubatorju. 
Nato smo nadaljevali z imunocitokemičnim označevanjem (zgolj proti MHCII) po 
opisanem postopku. 
 
3.6.2 Označevanje molekul na površini astrocitov s fluorescenčno označenimi 
protitelesi 
Imunocitokemično označevanje živih oz. nepermeabiliziranih astrocitov smo izvedli po 
protokolu, opisanem v Gonçalves in sodelavci (Goncalves in sod., 2008). Krovna stekelca 
z astrociti smo enkrat sprali v ohlajenem PBS in prenesli v suhe petrijevke. Astrocite smo 
inkubirali s primarnimi protitelesi, redčenimi v ohlajenem 3 % BSA (proti MHCII (1:100 
– 1:250)), 30 minut na ledu. Krovna stekelca smo zatem trikrat sprali v ohlajenem PBS, 
prenesli v suhe petrijevke in inkubirali z ustreznimi sekundarnimi fluorescenčnimi 
protitelesi redčenimi v ohlajenem 3 % BSA (kozje protitelo označeno z Alexa Fluor 546 
oz. 488 proti mišjim primarnim protitelesom (1:600)) za 30 minut na ledu. Krovna 
stekelca smo zatem ponovno trikrat sprali v ohlajenem PBS in enkrat z zunajcelično 
raztopino. Slednje petrijevke s krovnimi stekelci smo nemudoma prenesli do 
konfokalnega mikroskopa LSM 780 (ZEISS, Jena, Nemčija) za takojšnje 
mikroskopiranje. Za hkratno obarvanje plazmaleme z barvilom FM4-64 smo v kamrico 
vpeta krovna stekelca z astrociti oskrbeli z zunajcelično raztopino s 4 μM FM4-64. 
 
3.7 OZNAČEVANJE KISLIH PREDELKOV Z BARVILOM LYSOTRACKER 
Krovnim stekelcem z astrociti smo odstranili gojišče, jih inkubirali z 200 nM barvilom 
LysoTracker Red DND-99 (LyTR) v gojišču 5 minut pri 37 °C in nato enkrat sprali v 
zunajcelični raztopini. Petrijevke s krovnimi stekelci smo nemudoma prenesli do 
konfokalnega mikroskopa LSM 780 (ZEISS) za takojšnje mikroskopiranje.  
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3.8 OZNAČEVANJE PLAZMALEME S FLUORESCENČNO PODENOTO B 
TOKSINA KOLERE  
Fluorescenčno označevanje monosialogangliozida (GM1), ki je sestavina membranskih 
raftov, obogatenih s holesterolom in sfingolipidi (Harder in sod., 1998), s podenoto B 
toksina kolere, konjugirano s fluoroforjem Alexa Fluor 488 (CT-B), smo izvedli po 
protokolu, opisanem v Gonçalves in sodelavci (Goncalves in sod., 2008). Krovna stekelca 
z astrociti smo sprali trikrat v 3 % BSA in enkrat v sterilnem (filtriranem) DMEM ter 
prenesli v suhe petrijevke. Sledila je inkubacija astrocitov z 1 μg/ml CT-B (komponenta 
A kompleta reagentov za označevanje lipidnih splavov), redčenem v ohlajenem gojišču 
za astrocite s serumom (2 ml) 10 minut pri 4 °C. Krovna stekelca smo zatem sprali dvakrat 
v ohlajenem PBS, prenesli v suhe petrijevke in inkubirali z zajčjim serumom proti CT-B 
(komponenta B kompleta) redčenem v ohlajenem gojišču (1:200, 2 ml) 15 minut pri 4 °C. 
Krovna stekelca smo nato ponovno sprali dvakrat v ohlajenem PBS in nadaljevali s 
postopkom imunocitokemičnega označevanja znotrajceličnih predelkov (zgolj proti 
MHCII), opisanem v podpoglavju 3.6.1. 
 
3.9 OZNAČEVANJE ENDOSOMOV S FLUORESCENČNIMI DEKSTRANI 
Krovnim stekelcem z astrociti smo odstranili gojišče in jih inkubirali z raztopino 10 μM 
(0,1 mg/ml) dekstranov z molekulsko maso 10 kDa konjugiranih s fluoroforjem Alexa 
Fluor 488 (Dex488) v gojišču s serumom (1 ml) 3 ure pri 37  °C. Krovna stekelca smo 
zatem dvakrat sprali v zunajcelični raztopini in nemudoma prenesli do konfokalnega 
mikroskopa LSM 780 (ZEISS) za takojšnje mikroskopiranje. 
 
3.10 KONFOKALNA MIKROSKOPIJA IN MIKROSKOPIJA S STRUKTURIRANIM 
OSVETLJEVANJEM (SIM)  
3.10.1 Mikroskopiranje trajnih preparatov s konfokalnim mikroskopom LSM 780 
Trajne preparate astrocitov z imunocitokemično označenimi znotrajceličnimi predelki 
(zgolj proti MHCII oz. hkrati proti Rab7 ali proti Rab4A ali proti EEA1 ali proti TPC1) 
kot tudi predhodno transfeciranih astrocitov in astrocitov predhodno tretiranih z GPN, 
smo vpeli v nosilec na mizici konfokalnega mikroskopa LSM 780 (ZEISS). Označene 
astrocite smo opazovali skozi oljno imerzijski plan-apokromatični objektiv s 63x 
povečavo in numerično aperturo 1,4 (Plan-Apochromat 63x/1,4 Oil DIC M27, ZEISS). 
Rdečo (Alexa Fluor 546) fluorescenco smo vzbujali s svetlobo diodnega laserja (angl. 
Diode-pumped solid-state, DPSS) 561-10 z valovno dolžino 561 nm in emitirano svetlobo 
pasovno filtrirali v območju 565-615 nm. Zeleno (Alexa Fluor 488 oz. LAMP1-EGFP) 
fluorescenco smo vzbujali s svetlobo argonskega laserja z valovno dolžino 488 nm in 
emitirano svetlobo pasovno filtrirali v območju 500-550 nm (Alexa Fluor 488) oz. 495-
530 nm (LAMP1-EGFP). 
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3.10.2 Mikroskopiranje živih preparatov s konfokalnim mikroskopom LSM 780 
Pred mikroskopiranjem smo krovna stekelca z astrociti, ki smo jim označili kisle predelke 
z barvilom LyTR ali imunocitokemično označili molekule na njihovi površini ali 
inkubirali s fluorescenčnimi dekstrani, vpeli v kamrico in oskrbeli z zunajcelično 
raztopino (400 μl) ter prenesli v nosilec na mizici konfokalnega mikroskopa LSM 780. 
Rdečo (LyTR, Alexa Fluor 546, FM4-64) in zeleno (Alexa Fluor 488) fluorescenco smo 
izmenično vzbujali in emitirano svetlobo filtrirali kot pri mikroskopiranju trajnih 
preparatov z LSM 780; emitirano svetlobo FM4-64 smo pasovno filtrirali v območju 630-
755 nm. 
3.10.3 Mikroskopiranje trajnih preparatov s SIM 
Zbiralna leča usmeri svetlobne žarke v gorišče ali fokus. Navkljub naši intuitivni zaznavi 
svetlobe zaradi njene valovne narave ni mogoče zbrati v neskončno majhn i točki. 
Najmanjše dosegljive dimenzije gorišča so omejene z uklonom. Dimenzije gorišča so 
posledično odvisne od valovne dolžine svetlobe (λ) in kota, pod katerim svetlobni žarki 
vpadajo proti gorišču, ki ga določa numerična apertura objektiva (NA), kar lahko skupaj 
izrazimo z razmerjem ~0,61×λ/NA. Slednja t. i. uklonska limita ob uporabi objektiva z 
visoko NA omejuje ločljivost ali resolucijo slike na ~200 nm v lateralni in ~500 nm v 
aksialni smeri. Metode superresolucijske svetlobne mikroskopije, ki omogočajo 
pridobitev »z uklonom neomejene resolucije«, temeljijo na uporabi fluoroforjev (Hell, 
2007; Huang in sod., 2010). SIM doseže izboljšanje ločljivosti z uporabo strukturiranega 
(progastega) vzorca osvetlitve, ki nastane pri poti svetlobe skozi uklonsko mrežico. 
Končna superresolucijska slika je računalniško rekonstruirana iz več posnetkov, zajetih 
pri različnih premikih in zasukih omenjene mrežice. Izboljšanje ločljivosti pri SIM 
temelji na matematičnem ozadju metode (Gustafsson, 2000). Trajne preparate dvojno 
fluorescenčno označenih astrocitov s CT-B in proti MHCII smo vpeli v mizico 
mikroskopa ELYRA PS.1 (ZEISS). Preparate smo opazovali skozi oljno imerzijski plan-
apokromatični objektiv s 63x povečavo in numerično aperturo 1,4 (Plan -Apochromat 
63x/1,4 Oil DIC M27, ZEISS). Rdečo (Alexa Fluor 546) fluorescenco smo vzbujali s 
svetlobo DPSS laserja z valovno dolžino 561 nm in emitirano svetlobo pasovno filtrirali 
v območju 570-650 nm. Zeleno (Alexa Fluor 488) fluorescenco smo vzbujali s svetlobo 
DPSS laserja z valovno dolžino 488 nm in emitirano svetlobo pasovno filtrirali v območju 
495-575 nm. Emitirano svetlobo smo zajeli z EMCCD kamero Andor iXon 885 (Andor 
Technology, Belfast, Združeno kraljestvo). Za rekonstrukcijo slike smo uporabili 5 
zasukov uklonske mrežice. 
 
3.11 ANALIZA FLUORIMETRIČNIH MERITEV 
3.11.1 Kvantifikacija imunofluorescence MHCII 
Zajete mikrografije smo izvozili kot datoteke TIFF v programu ZEN lite 2011 (ZEISS). 
V mikrografijah smo ročno obrobili posamezne celice v programu Obriss (Celica 
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Biomedical, Ljubljana, Slovenija) v programskem okolju MATLAB (MathWorks, 
Natick, MA, ZDA) in nadaljevali z analizo pridobljene slike celice znotraj obrobe v 
programu ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, ZDA). V slednjem smo 
sliko posamezne celice razdelili po kanalih. V ločeni sliki rdečega kanala smo določili 
prag 20 % maksimalne intenzitete fluorescence in odčitali število nadpražno 
fluorescentnih pikslov. Količino izraženega MHCII smo predstavili kot relativni delež 
nadpražne imunofluorescence MHCII glede na površino celice (%).  
Za analizo učinka GPN na imunofluorescenco MHCII smo primerjali število in površino 
MHCII-imunopozitivnih mešičkov med astrociti, ki smo jih izpostavili različnim shemam 
tretiranja (netretirani, IFNγ, IFNγ + DMSO in IFNγ + GPN). Mikrografije, izvožene kot 
datoteke TIFF, smo analizirali v programu ImageJ. Na mikrografiji smo določili prag 20 
% maksimalne intenzitete fluorescence, jo binarizirali in prešteli število mešičkov, pri 
čemer smo za kriterij najmanjše velikosti mešička uporabili vsaj tri sosednje piksle 
(dimenzije piksla = 0,176 × 0,176 μm). Najmanjša možna površina mešička je tako 
znašala 0,093 μm2. Število mešičkov smo normalizirali na celico ter izračunali površino 
posameznih mešičkov. 
3.11.2 Analiza kolokalizacije fluorescence MHCII z LAMP1-EGFP in proteinskimi 
označevalci endosomov 
Za določitev kvantitativnega deleža kolokalizacije rdeče (MHCII) in zelene (LAMP1, 
Rab7, Rab4A, EEA1, TPC1) fluorescence smo uporabili program ColocAna (Celica 
Biomedical) v programskem okolju MATLAB. S programom smo ugotovili celotno 
število rdečih, zelenih in rumenih (rdečih in zelenih) oz. kolokaliziranih pikslov, ki so 
presegali prag 20 % maksimalne intenzitete fluorescence ter rezultat izrazili kot delež (%) 
kolokaliziranih pikslov glede na število zelenih pikslov. 
Na enak način smo ovrednotili tudi kvantitativni delež kolokalizacije zelene (MHCII) in 
rdeče (FM4-64) fluorescence v mikrografijah živih, nepermeabiliziranih astrocitov po 
imunocitokemičnem označevanju MHCII, izpostavljenih na njihovi površini. 
3.11.3 Analiza mikrografij SIM 
Mikrografije SIM smo izvozili kot datoteke TIFF v programu ZEN lite 2011 in z njihovo 
členitvijo nadaljevali v programu Obriss v programskem okolju MATLAB. Mikrografijo 
posamezne celice smo razdelili v dve, tako da smo ročno obrobili posamezne celice in 
pridobili dve sliki; prvo s prikazom ozkega pasu ob plazmalemi (subplazmalemalni 
prostor) in drugo s prikazom notranjosti celice. Prva slika je tako prikazovala zgolj ozek 
pas s širino 20,5 pikslov (810 nm), od tega 78 % znotraj in 22 % zunaj obrobe celice, ob 
tem pa smo izmerili tudi obseg celice (v µm). Druga slika je prikazovala preostanek 
notranjosti celice. Ločene sliki subplazmalemalnega prostora in notranjosti celice smo 
nadalje analizirali v programu ImageJ. Slike smo nato razdelili po kanalih, na ločeni sliki 
z rdečimi signali smo določili prag 20 % maksimalne intenzitete fluorescence, jo 
binarizirali in določili število ter izmerili površino posameznih mešičkov. Uporabili smo 
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velikostni kriterij, po katerem je mešiček sestavljalo vsaj 5 stikajočih pikslov (vsak s 
površino 0,04 × 0,04 μm2), tako da je bila najmanjša možna površina mešička 0,008 μm2. 
Število mešičkov v subplazmalemalnem prostoru smo normalizirali na obseg plazmaleme 
in rezultat izrazili kot število MHCII-imunopozitivnih mešičkov na enoto dolžine 
plazmaleme (μm), podobno kot je bilo to storjeno v nedavni raziskavi (Lasič in sod., 
2017). Iz izmerjene površine (S) posameznih mešičkov v celici (v prostoru tik pod 
plazmalemo celice in v notranjosti celice), smo izračunali premer (2r) posameznih 
mešičkov ob predpostavki okrogle geometrije mešičkov (r = √(S/π). 
3.11.4 Določanje celičnega privzema fluorescenčnih dekstranov 
Kvantitativno analizo fluorescence Dex488 smo izvedli podobno kot kvantifikacijo 
imunofluorescence MHCII, opisano v podpoglavju 3.11.1. V programu ImageJ smo v 
izvoženih mikrografijah obrobili posamezne celice, mikrografijo razdelili po kanalih, 
določili prag 20 % maksimalne intenzitete fluorescence v zelenem kanalu, sliko 
binarizirali in prešteli število preostalih fluorescenčnih pikslov in mešičkov. Rezultate 
smo izrazili kot število mešičkov Dex488 na celico in relativni delež nadpražne 
fluorescence Dex488 glede na površino celice (%). 
 
3.12 ELEKTROFIZIOLOŠKE MERITVE IN ANALIZA 
Metoda vpete napetosti krpice membrane (angl. patch clamp) je bila prvič uporabljena za 
merjenje električnih tokov velikostnega razreda pikoamperov skozi posamezne ionske 
kanale nikotinskega receptorja za acetilholin v mišičnih vlaknih žabe (Neher in Sakmann, 
1976). Nadaljnji razvoj metode je znatno izboljšal kvaliteto meritev in omogočil 
raziskovanje številnih elektrofizioloških procesov na ravni posameznih celic oz. ionskih 
kanalov (Hamill in sod., 1981). Le nekaj let po prvem opisu sta Neher in Marty poročala 
o uporabi metode vpete napetosti krpice membrane za merjenje kapacitivnosti 
plazmaleme, katerih diskretne spremembe sta interpretirala kot odraz procesov ekso-
/endocitoze (Neher in Marty, 1982). 
Električni tokovi lahko potujejo skozi plazmalemo z gibanjem ionov skozi prevodnike 
(ionske kanale) v njej ali polnjenjem/praznjenjem kondenzatorja (lipidnega dvosloja 
plazmaleme, ki ločuje ione). Skladno s tem lahko električne lastnosti plazmaleme 
ponazorimo z vezjem, kjer sta vzporedno vezani prevodna (uporovna) in kapacitivna 
komponenta. Ob popolnem zlitju mešička s plazmalemo (eksocitoza) se poveča površina 
plazmaleme za površino zlitega mešička. Ker je specifična kapacitivnost celičnih 
membran konstantna in kapacitivnost plazmaleme linearno korelirana z njeno površino, 
bo povečanje površine plazmaleme za površino zlitega mešička povzročilo ustrezno 
merljivo povečanje kapacitivnosti plazmaleme. Ob cepitvi mešička od plazmaleme 
(endocitoza) poteče obrnjen proces, zaradi katerega se zmanjša kapacitivnost plazmaleme 
(Neher in Marty, 1982). Elektrofiziološke meritve membranske kapacitivnosti smo 
izvedli z metodo vpete napetosti krpice membrane v konfiguraciji pritrjene celice (angl. 
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cell-attached), s katero smo izmerili spremembe kapacitivnosti izključno v predelu oz. 
krpici plazmaleme, ki smo jo s konico pipete izolirali od preostale plazmaleme. Omejitev 
na manjšo preučevano površino plazmaleme je bistveno izboljšala ločljivost meritev 
(Neher in Marty, 1982; Kreft in Zorec, 1997; Rituper in sod., 2013). 
S pomočjo mikromanipulatorja (Eppendorf, Hamburg, Nemčija) in invertnega 
mikroskopa (Zeiss Axio Observer, ZEISS) z vodno imerzijskim objektivom s 63x 
povečavo smo izbrani celici približali stekleno mikropipeto z upornostjo 2-6 MΩ in 
izolirali krpico membrane oz. plazmaleme ter z rahlim podtlakom vzpostavili pečat z 
visoko električno upornostjo nekaj GΩ (angl. giga-seal). Pečat je tesen mehanski stik med 
površino plazmaleme in stekleno pipeto, iz predela katerega se iztisne ionska raztopina, 
zato je električna prevodnost oz. tok ionov zgolj minimalen (Hamill in sod., 1981). Na 
krpico plazmaleme smo nato dovajali sinusno električno napetost (s frekvenco 6400 Hz, 
U = 111 mV r.m.s.) in potencial stacionarne enosmerne napetosti (Udc), ki je bil preko 
pipete enak 0 mV. S fazno občutljivim ojačevalnikom (SWAM CELL, Celica 
Biomedical) smo ločili realno (Re) in imaginarno (Im) komponento signala admitance, ki 
sta določena z upornostjo pipete, upornostjo krpice plazmaleme in membransko 
kapacitivnostjo (Lindau in Neher, 1988). Pravilno fazno ločitev obeh signalov smo 
zagotovili z električnim vezjem za kompenzacijo faznega kota na ojačevalniku, ki smo 
ga večkrat (na vsakih ~15 sekund) preverjali z ročnim proženjem kapacitivnih 
kalibracijskih pulzov. Ob pravilni nastavitvi faznega kota so bili kalibracijski kapacitivni 
pulzi vidni le na Im, ne pa tudi na Re komponenti signala admitance. Izhodne signale smo 
nizkopasovno filtrirali s 4 polnim Besselovim filtrom (30/100 Hz, -3dB), digitalizirali z 
A/D pretvornikom (s frekvenco 200 Hz) in zajeli na trdi disk računalnika s programom 
CELL (Celica Biomedical). 
Elektrofiziološke posnetke smo analizirali s programom CellAn (Celica Biomedical) v 
okolju MATLAB (MathWorks, ZDA), v katerem smo označili posamezne dogodke ekso-
/endocitoze. Vsak diskretni dogodek povečanja ali zmanjšanja amplitude signala Im, ki 
je presegal vsaj trikratnik standardne deviacije šuma in n i bil preslikan v signal 
enosmernega toka plazmaleme (Rituper in sod., 2013), smo obravnavali kot elementarni 
dogodek ekso-/endocitoze. Diskretna ireverzibilna povečanja ali zmanjšanja amplitude 
Im smo obravnavali kot dogodke popolnega zlitja ali odcepitve mešičkov od plazmaleme. 
Dogodke, pri katerih je diskretnemu povečanju amplitude Im sledilo podobno zmanjšanje 
amplitude v naslednjih 15 sekundah, smo obravnavali kot dogodke prehodnega zlitja 
mešičkov s plazmalemo. Nekateri prehodni dogodki lahko kažejo sočasne spremembe v 
amplitudi Re signala zaradi nastanka merljive ozke fuzijske pore, ki predstavlja dodatni 
uporni element v modelnem električnem vezju. V primeru takih dogodkov smo izmerili 
še prevodnost ozke fuzijske pore (Gp) (Lollike in sod., 1995), za vse prehodne dogodke 
pa smo določili čas trajanja odprtega stanja fuzijske pore . Premer pore (2r) smo izračunali 
z enačbo: Gp = (πr2)/(ρλ), kjer ρ predstavlja specifično upornost fiziološke raztopine (100 
Ωcm), λ pa ocenjeno dolžino pore (15 nm) (Spruce in sod., 1990). Ob predpostavki 
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okrogle geometrije mešičkov in specifične membranske kapacitivnost 10 fF/μm2 (Gentet 
in sod., 2000) smo iz izmerjenih amplitud Im izračunali kapacitivnost in premer 
mešičkov, ki so povzročili spremembo električnega signala Im, ter ocenili frekvenco 
njihovega pojavljanja v spontanih razmerah in po vnetni aktivaciji astrocitov z dodatkom 
IFNγ ter po aplikaciji ATP, ki v astrocitih mobilizira kalcij v citosol in spodbudi 
eksocitozo (Salter in Hicks, 1994; Koizumi in sod., 2003; Pangršič in sod., 2006). 
 
3.13 STATISTIČNA ANALIZA  
S programom SigmaPlot 11.0 (Systat Sofware, San Jose, CA, ZDA) smo prikazali 
rezultate kot povprečje ± standardna napaka ali kot mediana in interkvartilni razpon ter 
statistično analizirali s parametričnimi (t-test ali ANOVA) ali z neparametričnimi testi 
(Mann-Whitney-jev U test, Wilcoxonov test predznačenih rangov) v odvisnosti od 
porazdelitve izmerjenih parametrov. 
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4.1 V ASTROCITIH, TRETIRANIH Z IFNγ, SO MOLEKULE MHCII 
LOKALIZIRANE V POZNIH ENDOSOMIH IN LIZOSOMIH 
Indukcijo izražanja molekul MHCII v astrocitih smo izzvali s tretiranjem astrocitov s 600 
U/ml IFNγ v ustreznem gojišču 48 ur, skladno s predhodnimi poročili (Hirsch in sod., 
1983; Wong in sod., 1984; Zeinstra in sod., 2006; Vardjan in sod., 2012). Tretiranje z 
IFNγ je povzročilo povečanje imunofluorescence MHCII, ki je bila porazdeljena v 
značilnem vzorcu s podobo mešičkov. MHCII-imunopozitivne strukture oz. mešički so 
bili številčni in porazdeljeni po celotni citoplazmi astrocitov tretiranih z IFNγ, nasprotno 
pa so bili le poredkoma prisotni v kontrolnih astrocitih (Slika 1a-c). Relativni delež 
nadpražne imunofluorescence MHCII je bil ~8krat večji v IFNγ-tretiranih astrocitih kot 
v kontrolnih astrocitih (Slika 1d).  
 
 
Slika 1: Tretiranje astrocitov z IFNγ poveča izražanje molekul MHCII. a-c Konfokalna (a , c) in 
pripadajoča presevna (b) mikrografija podganjega astrocita v celični kulturi serumskih astrocitov po 
imunocitokemičnem označevanju s protitelesi proti MHCII v kontrolnih (netretiranih) razmerah (Kon, a) 
in po 48-urnem tretiranju s 600 U/ml IFNγ (IFNγ, c). Posamezen astrocit je obrobljen z belo sklenjeno črto. 
Imunofluorescenca MHCII je porazdeljena v posameznih mešičkih v citoplazmi in deloma ob robovih celic 
(c). Manjša bela okvirja (a, c) zamejujeta območje z MHCII-imunopozitivnimi mešički v kontrolnem (a) in 
astrocitu tretiranem z IFNγ (c), ki sta povečano prikazana v levem spodnjem kotu mikrografij. Večje merilo 
(a-c): 10 μm; manjše merilo (a, c): 1 µm. d Relativni delež nadpražne imunofluorescence MHCII glede na 
površino celice (%, povprečje ± standardna napaka) v mikrografiji. Številke na bazi stolpcev prikazujejo 
število analiziranih astrocitov. ***p < 0,001 (Mann-Whitney-ev U-test).  
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Figure 1: Astrocyte treatment with IFNγ enhances the expression of MHCII molecules. a-c Confocal 
(a, c) and corresponding transmission light(b) images of a control astrocyte (Kon, a, b) and an astrocyte 
treated with IFNγ for 48 h (IFNγ, c) following immunofluorescent labelling with anti-MHCII antibodies. 
The white curve outlines the cell perimeter (a–c). MHCII-immunofluorescence is predominantly distributed 
in bright fluorescent puncta and partially in vicinity of cell perimeter (c). Insets display a magnified view 
of the MHCII-immunopositive vesicles in control (a) and IFNγ-treated (c) astrocytes. Scale bars: 10 μm 
(large images, a–c) and 1 μm (insets, a , c). d The relative proportion of suprathreshold MHCII-positive cell 
area (%; mean ± standard average of the mean (SEM)) normalized to cell image area. The numbers at the 
bottom of the bars indicate the number of cell images analysed. ***p < 0.001 (Mann-Whitney U test). 
 
Za proučitev odvisnosti izražanja molekul MHCII v serumskih in zvezdastih astrocitih od 
koncentracije IFNγ smo analizirali imunofluorescenco MHCII po tretiranju celic z 
naraščajočimi koncentracijami IFNγ: 30 U/ml (n = 229 serumskih oz. 344 zvezdastih 
astrocitov), 60  U/ml (n = 279 serumskih oz. 590 zvezdastih astrocitov), 100 U/ml (n = 
328 serumskih oz. 471 zvezdastih astrocitov), 300  U/ml (n = 426 serumskih oz. 173 
zvezdastih astrocitov) in 600 U/ml (n = 278 serumskih oz. 287 zvezdastih astrocitov). Z 
IFNγ-izzvano izražanje molekul MHCII je bilo intenzivnejše v kulturi serumskih kot 
zvezdastih astrocitov (Slika 2). S prileganjem sigmoidne funkcije, f = a/(1+exp(-(x-x0)/b) 
na podatke kumulativne intenzitete imunofluorescence MHCII na celico v kulturi 
serumskih in zvezdastih astrocitov smo odkrili ~6-7krat obilnejšo količino 
imunofluorescence MHCII v serumskih astrocitih (110474 A.U./celico proti 16622 
A.U./celico). Koncentracija IFNγ, ki je izzvala polovično maksimalno izražanje MHCII, 
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Slika 2: Zvezdasti astrociti v celični kulturi brez seruma kažejo zmanjšano zmožnost izražanja 
molekul MHCII inducirano z IFNγ. a, c Konfokalne mikrografije kulture serumskih (serum., a) in 
zvezdastih (zvezda., c) astrocitov, ki niso bili tretirani (Kon) in po 48-urnem tretiranju s 100 U/ml IFNγ 
(IFNγ 100 U/ml) ter 600 U/ml IFNγ (IFNγ 600 U/ml). Astrocite smo dvojno fluorescenčno označili; rdeča 
fluorescenca prikazuje imunofluorescenco MHCII, medtem ko modra fluorescenca prikazuje jedra 
označena z DAPI. Merilo (a-c): 50 μm. b, d Odvisnost celokupne intenzitete imunofluorescence MHCII 
normalizirane na število celic v kulturi serumskih in  zvezdastih astrocitov od 48-urnega tretiranja z 
naraščajočo koncentracijo IFNγ (30, 60, 100, 300 in 600 U/ml). Celokupna nadpražna imunofluorescenca 
MHCII v vidnem polju je normalizirana na število celic, ki smo ga določili s štetjem jeder obarvanih z 
DAPI. Na pridobljene podatke smo prilegli sigmoidno funkcijo (R = 0,90 za serumske in R = 0,89 za 
zvezdaste) oblike: f = a/(1+exp(-(x-x0)/b)), kjer »x0« ustreza koncentraciji IFNγ, ki inducira polovično 
maksimalno izražanje MHCII oz. intenzitete imunofluorescence MHCII (navpična prekinjena črta  in 
vrednost), »a« predstavlja maksimalno izražanje oz. imunofluorescenco MHCII in »b« predstavlja stopnjo 
povečanega izražanja oz. imunofluorescence MHCII.  
Figure 2: Stellate astrocytes in serum-free cell cultures display suppressed IFNγ-induced expression 
of MHCII. a, c Representative confocal images of double-fluorescent serum (serum., a) and stellate 
(zvezda., c) astrocytes acquired in non-treated cells (Kon) and in cells treated for 48 h with 100 U/ml (IFNγ 
100 U/ml), and 600 U/ml (IFNγ 600 U/ml) of IFNγ; red fluorescence represents MHCII-immunolabelling, 
blue fluorescence represents nuclear staining with DAPI, Scale bars (a -c): 50 µm. b, d The plots revealing 
a relationship between 48 h cell treatment with increasing concentrations of IFNγ (30, 60, 100, 300 and 600 
U/ml), and cumulative MHCII-immunofluorescence per cell in serum (b) and stellate (d) astrocytes. The 
amount of suprathreshold MHCII-immunofluorescent pixels was normalized to the number of cells as 
determined by counting the DAPI-positive nuclei. The data were best fitted with a sigmoid function (R = 
0.90 for serum and R = 0.89 for stellate) of the form: f=a/(1+exp(-(x-x0)/b)), where “x0” corresponds to 
IFNγ concentration inducing half-maximal expression of immunolabeled MHCII, “a” corresponds to 
maximum expression of immunolabeled MHCII and “b” corresponds to the rate of increase of MHCII 
expression. 
 
V astrocitih, tretiranih z IFNγ, se je fluorescenca MHCII-imunopozitivnih mešičkov 
močno kolokalizirala s fluorescenco LAMP1-EGFP (Slika 3b, g), ki je tipičen proteinski 
označevalec lizosomov, manj izrazito s fluorescenco Rab7 (Slika 3c, g), proteinom, 
značilnim za pozne endosome in multivezikularna telesa, kot tudi za avtofagosome ter 
lizosome, in šibko z Rab4A, EEA1, in TPC1 (Slika 3d-g), ki so proteinski označevalci 
zgodnjih in reciklirajočih endosomov (Wandinger-Ness in Zerial, 2014; Castonguay in 
sod., 2017). Relativni deleži kolokalizacije fluorescence MHCII z navedenimi 
proteinskim označevalci so bili sledeči: 72 ± 2 % (povprečje ± standardna napaka, n = 
15) s proti MHCII (pozitivna kontrola), 67 ± 2 % (n = 55) z LAMP1-EGFP, 29 ± 2 % (n 
= 20) s proti Rab7, 23 ± 2 % (n = 19) s proti Rab4A, 18 ± 1 % (n = 21) s proti EEA1 in 
12 ± 2 % (n = 17) s proti TPC1 (Slika 3g). Te podatki kažejo, da so MHCII-
imunopozitivni mešički v veliki meri pozni endo-/lizosomi, ki v astrocitih lahko 
neposredno vstopajo v procese uravnavane eksocitoze (Jaiswal in sod., 2007; Zhang in 
sod., 2007; Li in sod., 2008a; Liu in sod., 2011; Beckel in sod., 2018).  
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Slika 3: V astrocitih, tretiranih z IFNγ, se molekule MHCII pretežno usmerijo v pozne endo-/lizosome 
in le v manjši meri v zgodnje ter reciklirajoče endosome. a-f Konfokalne mikrografije z IFNγ tretiranih, 
dvojno fluorescenčno označenih astrocitov, v katerih rdeča fluorescenca (levo) prikazuje 
imunofluorescenco MHCII, zelena fluorescenca (sredina) pa endo-/lizosomske predelke označene s: 
protitelesi proti MHCII (a, pozitivna kontrola), LAMP1-EGFP (b), protitelesi proti Rab7 (c), protitelesi 
proti Rab4A (d), protitelesi proti EEA1 (e) in protitelesi proti TPC1 (f). Združene slike (Prekrivanje) 
prikazujejo kolokalizirane piksle (rumena, desno). V levem spodnjem kvadratu je prikazana povečana slika 
izbranih mešičkov (manjši beli nesklenjeni okvirji). Večje merilo (a -f): 20 μm; manjše merilo (a -f): 1 µm. 
g Graf, ki prikazuje kvantifikacijo kolokalizacije imunofluorescene MHCII s fluorescenco proti MHCII, 
LAMP1-EGFP, proti Rab7, proti Rab4A, proti EEA1 in proti TPC1 (%, povprečje ± standardna napaka). 
Številke nad stolpci prikazujejo število analiziranih astrocitov. 
Figure 3: In IFNγ-treated astrocytes MHCII molecules localize principally to late endo-/lysosomes 
and only minutely to early and recycling endosomes. a–f Confocal micrographs of double-fluorescently 
labelled IFNγ-treated astrocytes displaying immunofluorescent MHCII in red (left) and fluorescently 
labelled endo-/lysosomal compartments in green (middle) with: anti-MHCII antibodies (a, positive control), 
LAMP1-EGFP (b), antibodies against Rab7 (c), Rab4A (d), EEA1 (e) and TPC1 (f). The merged images 
(Prekrivanje) display co-localized pixels (yellow, right). Insets display a magnified view of the selected 
vesicles (white open frame). Large scale bars (a -f): 20 μm; small scale bars (a -f) 1 μm. g Graph displaying 
quantitative co-localization of MHCII immunofluorescence versus anti-MHCII, LAMP1-EGFP, anti-Rab7, 
anti-Rab4A, anti-EEA1, and anti-TPC1 fluorescence (%, mean ± SEM). The numbers above the bars 
indicate the number of cell images analysed. 
 
Lokalizacijo molekul MHCII v pozne endo-/lizosome smo potrdili z uporabo GPN, ki je 
permeabilen substrat lizosomske proteaze katepsina C. Kopičenje njegovih 
nepermeabilnih razgradnih produktov v lizosomih povzroči njihovo osmotsko lizo (Jadot 
in sod., 1984; Galione in Churchill, 2002). Že kratkotrajna aplikacija barvila LyTR 
(fluorescentna šibka baza), ki se kopiči v zakisanih predelkih, je obarvala številne 
perinuklearne strukture z zakisanim lumnom, predvsem pozne endo-/lizosome (Slika 4a, 
b). Aplikacija GPN (v končni koncentraciji 200 μM) je v 30 minutah sprožila izrazit upad 
fluorescence LyTR (Slika 4b), medtem ko aplikacija topila (0,5 ‰ DMSO) za GPN ni 
povzročila zaznavnega učinka, kar je skladno s pričakovanimi rezultati označevanja 
poznih endo-/lizosomov (Slika 4a). Analiza mikrografij, kontrolnih in z IFNγ tretiranih 
astrocitov, je razkrila, da sočasno tretiranje GPN z IFNγ močno zmanjša število in 
velikost MHCII-imunopozitivnih mešičkov (Slika 4c-f). V kontrolnih astrocitih smo 
opazili le majhno število MHCII-imunopozitivnih mešičkov (37 ± 4 mešičkov na celico). 
Slednji so bili veliko bolj številčni v astrocitih, tretiranih z IFNγ (580 ± 44 mešičkov na 
celico) in IFNγ z DMSO (447 ± 35 mešičkov na celico). Uporaba GPN hkrati z IFNγ 
(IFNγ + GPN) je močno zmanjšala število MHCII-imunopozitivnih mešičkov v astrocitih 
(49 ± 8 mešičkov na celico, Slika 4g). Nadalje, tretiranje z GPN je izrazito zmanjšalo 
velikost MHCII-imunopozitivnih mešičkov v astrocitih, tretiranih z IFNγ, ki tipično 
vsebujejo večje mešičke (površina mešička = 0,43 ± 0,02 μm2 v astrocitih, tretiranih z 
IFNγ, oz. 0,32 ± 0,02 μm2 v astrocitih, sočasno tretiranih z IFNγ in DMSO) v primerjavi 
s kontrolnimi astrociti (površina mešička = 0,16 ± 0,01 μm2) in astrociti sočasno 
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tretiranimi z IFNγ in GPN (površina mešička = 0,17 ± 0,01 μm2, Slika 4h). Vsi naši 
rezultati tako potrjujejo, da se molekule MHCII v astrocitih pretežno lokalizirajo v pozne 
endo-/lizosome.  
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Slika 4: Z glicin-fenilalanin β-naftilamidom (GPN) izzvana liza lizosomov v astrocitih, tretiranih z 
IFNγ, sovpada z zmanjšanjem celokupnega števila MHCII-pozitivnih predelkov in z zmanjšanjem 
njihove velikosti. a, b Konfokalne mikrografije živih astrocitov, označenih z barvilom LysoTracker red 
DND-99 (LyTR), pred (levo), 5 minut (sredina) in 30 minut (desno) po aplikaciji 0,5 ‰ DMSO (a) ali 200 
μM GPN (b). Merilo (a, b): 50 μm. c-f Binarizirane mikrografije imunocitokemično označenih astrocitov, 
ki so bili predhodno izpostavljeni različnim tretiranjam: netretirani (Kon, c), z IFNγ tretirani (IFNγ, d), z 
IFNγ in DMSO tretirani (IFNγ + DMSO, e) in z IFNγ in GPN tretirani (IFNγ + GPN, f) astrociti. Črne 
točkaste sledi v mikrografijah prikazujejo posamezne MHCII-imunopozitivne mešičke, ki jih sestavljajo 
≥3 stikajoči piksli z nadpražno imunofluorescenco MHCII. Črna sklenjena črta prikazuje obrobo 
posameznega astrocita (c-f). Merilo (c-f): 20 μm. g, h Število MHCII-imunopozitivnih mešičkov 
(povprečje ± standardna napaka, g) in celokupna površina imunofluorescence MHCII na celico (povprečje 
± standardna napaka, h) v: netretiranih, z IFNγ tretiranih, z IFNγ in DMSO tretiranih ter z IFNγ in GPN 
tretiranih astrocitih. Številke na bazi stolpcev prikazujejo število analiziranih astrocitov. ***p < 0,001 
(ANOVA rangov in Dunn-ov post-hoc test). 
Figure 4: glycyl-L-phenylalanine-β-naphthylamide (GPN) induced lysosomal lysis in IFNγ-treated 
astrocytes coincides with a reduction in both number and size of MHCII-immunopositive vesicles. a, 
b Confocal images of live astrocytes labelled with LysoTracker red DND-99 (LyTR) before (left), 5 
minutes (middle), and 30 minutes (right) after addition of 0.5‰ DMSO (a) or 200 µM GPN (b). Scale bar 
(a, b): 50 µm. c–f Binarized images of immunocytochemically labelled: control astrocyte (Kon, c), IFNγ-
treated astrocyte (IFNγ, d), IFNγ-treated astrocyte exposed to DMSO (IFNγ + DMSO, e), and IFNγ-treated 
astrocyte exposed to 200 µM GPN for 30 min (IFNγ + GPN, f). Numerous black puncta in the images 
depict individual MHCII-immunopositive vesicles composed of ≥3 adjacent pixels of  suprathreshold 
MHCII fluorescence. The black curve outlines the cell perimeter (c–f). Scale bar (c–f): 20 µm. g, h Number 
of MHCII-immunopositive vesicles (mean ± SEM, g) and vesicle surface area per cell (mean ± SEM, h) in: 
non-treated controls (Kon), IFNγ-treated astrocytes (IFNγ), IFNγ-treated astrocytes exposed to DMSO 
(IFNγ + DMSO), and IFNγ-treated astrocytes exposed to 200 µM GPN for 30 min (IFNγ + GPN). Numbers 
at the base of the bars indicate the number of cells analysed. ***p < 0.001 versus respective comparison 
(ANOVA on ranks followed by Dunn’s test). 
 
4.2 MHCII-IMUNOPOZITIVNI PREDELKI SO SUBPOPULACIJA VEČJIH 
MEŠIČKOV, KI SE TRANSPORTIRAJO DO PLAZMALEME ASTROCITOV, 
TRETIRANIH Z IFNγ  
Molekule MHCII lahko vzpostavljajo stike in posledično predstavijo antigene limfocitom 
T le, kadar so prisotne v plazmalemi oz. izpostavljene na celični površini (Roche in 
Furuta, 2015). Izhajajoč iz tega, smo nadalje raziskali dostavo MHCII-imunopozitivnih 
predelkov (oz. poznih endo-/lizosomov) do plazmaleme, s katero lahko meščki 
interagirajo (Jaiswal in sod., 2007; Zhang in sod., 2007; Li in sod., 2008a; Liu in sod., 
2011; Beckel in sod., 2018) in vključijo molekule MHCII v plazmalemo. Netretirane in z 
IFNγ tretirane astrocite smo dvojno fluorescenčno označili s fluorescenčno podenoto B 
toksina kolere (CT-B), ki se veže na molekule GM1 v membranskih splavih, obogatenih 
s holesterolom in sfingolipidi (Harder in sod., 1998), in s protitelesi proti MHCII. Za 
označevanje plazmaleme astrocitov v trajnih preparatih smo uporabili CT-B, ki se je v 
naših poskusih izkazal kot mnogo bolj odporen proti fiksaciji s formaldehidom, v 
primerjavi z nekaterimi drugimi komercialnimi fluorescenčnimi označevalci 
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plazmaleme, kot sta lipofilni barvili FM4-64FX ali DiD. Preparate smo opazovali s 
superresolucijsko SIM z večjo lateralno ločljivostjo od konfokalnega mikroskopa, ki seže 
pod uklonsko limito (do ~120 nm) (Gustafsson, 2000). V slikah subplazmalemalnega 
prostora, ki smo ga opredelili kot 810 nm širok pas ob plazmalemi, smo prešteli MHCII-
imunopozitivne mešičke in njihovo število normalizirali na enoto dolžine plazmaleme. 
Ob plazmalemi netretiranih astrocitov smo praviloma opazili zelo redke mešičke (0,01 ± 
0,00 mešičkov/μm), medtem ko je bilo število mešičkov v astrocitih tretiranih z IFNγ 
mnogo večje (0,14 ± 0,03 mešičkov/μm, Slika 5c). Premer MHCII-imunopozitivnih 
mešičkov je bil večji v astrocitih tretiranih z IFNγ (2r = 230 ± 4 nm) v primerjavi z 
netretiranimi astrociti (2r = 216 ± 12 nm, Slika 5d). Naši rezultati kažejo, da tretiranje 
astrocitov z IFNγ povzroči znaten porast števila in tudi porast velikosti MHCII-
imunopozitivnih mešičkov, ki se v večjem številu dostavijo v neposredno bližino 
plazmaleme. 
Z namenom, da bi potrdili vključevanje molekul MHCII v plazmalemo astrocitov, smo 
opravili imunocitokemično označevanje molekul izpostavljenih na celični površini s 
protitelesi proti MHCII v živih, nepermeabiliziranih kontrolnih astrocitih (Slika 5e,f) in 
astrocitih tretiranih z IFNγ (Slika 5g,h). Na površini kontrolnih astrocitov nismo zaznali 
imunofluorescence MHCII (Slika 5f), medtem ko je bila ta znatna na površini astrocitov, 
tretiranih z IFNγ; prekrivala je velik del površine astrocitov (Slika 5h). Za dodatno 
potrditev tega rezultata smo plazmalemo označili z rdečim fluorescenčnim označevalcem 
membrane FM4-64 in določili stopnjo kolokalizacije slednje fluorescence z zeleno 
imunofluorescenco MHCII. Stopnja kolokalizacije je znašala  83 ± 1 % (Slika 5i). 
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Slika 5: Tretiranje z IFNγ poveča število MHCII-imunopozitivnih mešičkov v neposredni bližini 
plazmaleme in celokupno velikost mešičkov. a, b Superresolucijske mikrografije SIM dvojno 
fluorescenčno označenih netretiranih (Kon, a) in astrocitov, tretiranih z IFNγ (IFNγ, b), v katerih rdeča 
fluorescenca prikazuje imunofluorescenco MHCII (MHCII), zelena fluorescenca pa plazmalemo, označeno 
s fluorescenčno podenoto B toksina kolere (CT-B). Sliko posamezne celice (levo) smo razdelili na sliko 
subplazmalemalnega prostora (sredina) in notranjosti celice (desno). Večje merilo (a, b): 20 μm; manjše 
merilo (a, b): 1 µm. c Število MHCII-imunopozitivnih mešičkov, normirano na dolžinsko enoto 
plazmaleme (povprečje ± standardna napaka), v netretiranih in astrocitih, tretiranih z IFNγ. d Premer 
MHCII imunopozitivnih mešičkov (2r, povprečje ± standardna napaka) v netretiranih (Kon) in astrocitih, 
tretiranih z IFNγ (IFNγ). Številke na bazi stolpcev prikazujejo število analiziranih astrocitov (c) oz. 
mešičkov (d). ***p < 0,001 (Mann-Whitney-ev U-test). e-h Mikrografiji, pridobljeni z diferencialnim 
interferenčnim kontrastom v živem, netretiranem astrocitu (e) in astrocitu, tretiranem z IFNγ (g), ter 
pripadajoči konfokalni mikrografiji, ki prikazujeta odsotnost imunofluorescence MHCII na površini 
netretiranega astrocita (f) in obsežno imunofluorescenco MHCII na površini astrocita, tretiranega z IFNγ 
(h). Merilo (e-h): 20 μm. i Konfokalne mikrografije živih, nepermeabiliziranih, dvojno fluorescenčno 
označenih astrocitov, tretiranih z IFNγ, v katerih prikazuje zelena fluorescenca imunofluorescenco MHCII 
(levo), rdeča fluorescenca označenost plazmaleme z barvilom FM4-64 (sredina), združena slika pa 
prikazuje rumene kolokalizirane piksle (Prekrivanje, desno). Merilo (i): 20 μm. 
Figure 5: IFNγ treatment induces the formation of large MHCII-positive vesicles in the vicinity of 
the plasmalemma. a, b Superresolution SIM images of double-fluorescent control (Kon, a) and IFNγ-
treated (IFNγ, b) astrocytes labelled with red immunofluorescent MHCII (MHCII) and green fluorescently 
tagged cholera toxin subunit B (CT-B). The cell image was separated into images of the cell periphery 
(middle) and cell interior (right). Large scale bars (a, b): 20 µm; small scale bars: 1 μm. c Number of 
MHCII-immunopositive vesicles in the cell periphery normalised per unit length of the plasmalemma 
(mean ± SEM) in control and IFNγ-treated astrocytes. d Diameter of MHCII vesicles (2r, mean ± SEM) in 
control and IFNγ-treated astrocytes. Numbers at the bottom of the bars indicate the number of cells (c) or 
vesicles (d) analysed. ***p < 0.001 (Mann-Whitney U test). e-h Differential interference contrast images 
of live control (e) and IFNγ-treated astrocytes (g), and the corresponding confocal images displaying 
MHCII-immunofluorescence at the cell surface (f, h). Note the absence and abundance of surface MHCII-
immunofluorescence in control (f) and IFNγ-treated (h) astrocytes, respectively. Scale bar (e-h): 20 µm. i 
Confocal micrographs of live, non-permeabilized, double-fluorescent IFNγ-treated astrocytes labelled with 
green immunofluorescent MHCII (left), red fluorescent styryl dye FM4-64 (middle). The merged image 
displays yellow co-localized pixels (Prekrivanje, right). Scale bar (i): 20 µm. 
 
4.3 V ASTROCITIH, TRETIRANIH Z IFNγ, JE SPODBUJENA PREHODNA 
EKSOCITOZA VEČJIH MEŠIČKOV IN INHIBIRANA ENDOCITOZA   
Z namenom preučitve interakcij posameznih mešičkov s plazmalemo, tj. procesov ekso-
/endocitoze, v astrocitih smo izvedli visokoločljivostne elektrofiziološke meritve 
kapacitivnosti celične membrane oz. plazmaleme (Cm) z metodo vpete napetosti krpice 
membrane v konfiguraciji pripete celice. Na ta način je bilo možno ne le prepoznati zlitje 
posameznega mešička s plazmalemo oz. njegove cepitev od plazmaleme z ločljivostjo, ki 
omogoča zaznavo interakcije mešičkov s premerom večjim od ~60 nm, ampak tudi 
spremljati dinamiko fuzijske pore, torej pridobiti podrobnejši vpogled v potek samih 
ekso-/endocitotskih procesov (Neher in Marty, 1982; Rituper in sod., 2013). 
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Skupno smo analizirali posnetke, ki smo jih pridobili na 91 astrocitih (47 netretiranih in 
44 tretiranih z IFNγ). Povprečni čas trajanja posameznega elektrofiziološkega posnetka 
je znašal 17,7 ± 0,4 minut, celokupen čas pa 26,8 ur. Skladno s predhodnimi objavami 
(Lasič in sod., 2016; Lasič in sod., 2017) smo tako v netretiranih astrocitih kot astrocitih, 
tretiranih z IFNγ, zaznali pojave diskretnih porastov in upadov (»skoke«) kapacitivnosti, 
ki so ustrezali elementarnim dogodkom ekso-/endocitoze (Slika 6); pri tem smo v vsakem 
posnetku lahko razbrali vsaj en dogodek ekso-/endocitoze. V posnetkih se je za dogodke, 
ki so bili vidni izključno v signalu imaginarne komponente admitance (Im) sprememba 
kapacitivnosti odražala le v Im. Razločevali smo štiri tipe dogodkov. Popolno ekso-
/endocitozo smo prepoznali kot enosmeren, diskreten in trajen porast oz. upad signala Im 
(Slika 6ai, ii). Če je posameznemu diskretnemu porastu oz. upadu signala Im v naslednjih 
15 sekundah sledil nasprotnosmeren pojav z enako amplitudo, smo obe spremembi 
obravnavali kot dogodek prehodne ekso-/endocitoze (Slika 6aiii, iv). Popolna eksocitoza 
je dogodek popolnega zlitja mešička s plazmalemo med katerim membrana mešička 
popolnoma kolabira v plazmalemo, popolna endocitoza pa je popolna ločitev membrane 
mešička od plazmaleme. Med prehodno eksocitozo se membrana mešička začasno zlije s 
plazmalemo s cevasto strukturo, ki jo imenujemo fuzijska pora. Slednja se po krajšem 
času zapre, zato se mešiček in plazmalema ohranita kot ločeni strukturi. Nekateri avtorji 
profil mešička, ki je s fuzijsko poro povezan s plazmalemo primerjajo z obliko grške črke 
Ω oz. jo tudi imenujejo Ω strukture (Wu in sod., 2014). Pri prehodni endocitozi pa 
nasprotno, po kratkotrajnemu zaprtju fuzijske pore oz. cepitvi mešička sledi ponovno 
odpiranje pore oz. zlitje mešička s plazmalemo (Lasič in sod., 2016; Lasič in sod., 2017). 
Kot t. i. utripanje fuzijske pore, med katerim se fuzijska pora posameznega mešička 
ponavljajoče odpira in zapira, kar zaznamo z nizom dogodkov prehodne ekso-
/endocitoze, smo opredelili pojave, pri katerih so si sledili vsaj štirje dogodki prehodne 
ekso-/endocitoze z enako amplitudo v času 15 sekund oz. do izteka pojava (Lasič in sod., 
2016; Lasič in sod., 2017). Pri teh dogodkih smo izračunali povprečje amplitude in časa 
trajanja odprte fuzijske pore prvega in zadnjega dogodka v nizu ter te vrednosti združili s 
podatki pripadajočih prehodnih ekso-/endocitotskih dogodkov. Število in relativni delež 
izmerjenih ekso-/endocitotskih dogodkov sta prikazana v Tabeli 8. 
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Slika 6: Vrste ekso-/endocitotskih interakcij posameznih mešičkov s plazmalemo posnete z meritvami 
membranske kapacitivnosti v konfiguraciji pripete celice v netretiranih in astrocitih, tretiranih z 
IFNγ. a Reprezentativni primeri diskretnih porastov in upadov (»skokov«) v signalu imaginarne 
komponente admitance (Im) in pripadajoč signal realne komponente admitance (Re), ki  prikazujejo 
dogodke: popolne eksocitoze (i), popolne endocitoze (ii), prehodne eksocitoze (iii), prehodne endocitoze 
(iv). Prehodna eksocitoza, pri kateri zaznamo projekcijo dogodka v signal Re (v), kaže na vzpostavitev ozke 
fuzijske pore in omogoča določitev njene prevodnosti (Gp). Kalibracijski pulzi so označeni z *. b, c Izbrani 
dogodki prehodne eksocitoze v netretiranih (Kon, b) in astrocitih, tretiranih z IFNγ (IFNγ, c). Posamezni 
dogodki prehodne eksocitoze so označeni s črnimi puščicami nad signalom Im. 
Figure 6: Types of exo-/endocytotic vesicular interactions with the plasmalemma recorded by 
membrane capacitance measurements in the cell-attached configuration in non-treated and IFNγ-
treated astrocytes. a Representative examples of discrete upward and downward steps in the imaginary 
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component of the admittance signal (Im) and corresponding signal traces of the real component of the 
admittance signal (Re) exemplify: full exocytosis (i), full endocytosis (ii), reversible exocytosis (iii), 
reversible endocytosis (iv). Events of reversible exocytosis that exhibit projection to the Re signal trace (v) 
indicate the formation of narrow fusion pores enabling measurement of fusion pore conductance (Gp). * 
denote calibration pulses. b, c Selected events of reversible exocytosis in non-treated (Kon, b) and IFNγ-
treated astrocytes (IFNγ, c). Individual reversible exocytotic events are marked by black arrows above the 
Im signal trace. 
 
Preglednica 8: Kumulativno število in relativni delež (%) posameznih vrst ekso-/endocitotskih dogodkov. 
Table 8: Cumulative number and relative frequency (%) of exo-/endocytotic event types. 
  Kon (47 celic) Kon +ATP (28 celic) IFNγ (44 celic) IFNγ +ATP (29 celic) 
  Število % Število % Število % Število % 
Popolna 
eksocitoza 
82 9 54 13 51 9 46 13 
Popolna 
endocitoza 
406 47 103 25 238 41 81 24 
Prehodna 
eksocitoza 
298 34 168 41 206 36 160 47 
Prehodna 
endocitoza 
84 10 88 21 82 14 56 16 
Skupaj 870   413   577   343   
 
Premer mešičkov, ki so vstopili v prehodno eksocitozo, je bil večji v astrocitih tretiranih 
z IFNγ kot v netretiranih astrocitih (194 ± 10 nm pri z IFNγ tretiranih in 144 ± 5 nm pri 
netretiranih astrocitih, Slika 7c). Tretiranje astrocitov z IFNγ ni vplivalo na velikost 
(premer) mešičkov, ki so vstopili v preostale tipe interakcij s plazmalemo, tj. popolno 
eksocitozo in endocitozo ter prehodno endocitozo (Slike 7a, b, d).  
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Slika 7: V astrocitih, tretiranih z IFNγ, je spodbujena prehodna eksocitoza mešičkov z večjim 
premerom. a-d Kapacitivnost (Cv, povprečje ± standardna napaka, levo, leve ordinatne osi) in premer 
mešičkov (2r, levo, desne ordinatne osi) ter relativna frekvenčna porazdelitev kapacitivnosti mešičkov 
(desno, spodnje abscisne osi) oz. premera (desno, zgornje abscisne osi) za izmerjene dogodke ekso-
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/endocitoze: popolna eksocitoza (popolna ekso, a), popolna endocitoza (popolna endo, b), prehodna 
eksocitoza (prehodna ekso, c) in prehodna endocitoza (prehodna endo, d) v kontrolnih (Kon) in astrocitih, 
tretiranih z IFNγ (IFNγ). Številke na bazi stolpcev prikazujejo število analiziranih mešičkov. ***p < 0,001 
(Mann-Whitney-ev U-test). 
Figure 7: Astrocyte treatment with IFNγ favours reversible exocytosis of vesicles with larger 
diameter. a–d Vesicle capacitance (Cv, mean ± SEM, left, left axes) and diameter (2r, left, right axes) as 
well as relative frequency distribution of vesicle capacitance (Cv, right, lower axes) and diameter (2r, right, 
upper axes) in vesicles undergoing full exocytosis (popolna ekso., a), full endocytosis (popolna endo., b), 
reversible exocytosis (prehodna ekso., c), and reversible endocytosis (prehodna endo., d) in control (Kon) 
and IFNγ-treated (IFNγ) astrocytes. Numbers at the bottom of the bars indicate the number of vesicles 
analysed. ***p < 0.001 (Mann-Whitney U test). 
 
Relativni delež mešičkov, ki so vstopili v prehodno ekso-/endocitozo in vzpostavili 
merljivo ozko fuzijsko poro, glede na vse prehodne dogodke ekso-/endocitoze, je bil 
podoben v kontrolnih astrocitih in astrocitih, tretiranih z IFNγ. Delež eksocitotskih 
mešičkov z ozko fuzijsko poro je znašal 51 ± 5 % v netretiranih in 47 ± 6 % v astrocitih, 
tretiranih z IFNγ, podobno kot delež prehodnih endocitotskih mešičkov, ki je znašal 51 ± 
7 % v netretiranih in 52 ± 7 % v astrocitih, tretiranih z IFNγ (Tabela 9). Nasprotno sta bili 
prevodnost ozke fuzijske pore in čas trajanja odprtega stanja pore prehodnih eksocitotskih 
mešičkov znatno večja v astrocitih, tretiranih z IFNγ, glede na netretirane astrocite. 
Prevodnost ozke fuzijske pore je bila 287 ± 82 pS (n = 119) v astrocitih, tretiranih z IFNγ, 
in 117 ± 39 pS (n = 174) v netretiranih astrocitih (p < 0,001, Slika 8a), čas trajanja 
odprtega stanja pore pa 0,9 ± 0,2 s (n = 206) v astrocitih, tretiranih z IFNγ, in 0,5 ± 0,1 s 
(n = 298) v netretiranih astrocitih (p < 0,05, Slika 8b).  
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Slika 8: Tretiranje astrocitov z IFNγ vpliva na električno geometrijo ozke fuzijske pore in kinetiko 
dogodkov prehodne eksocitoze. a Prevodnost ozke fuzijske pore (Gp, leva ordinatna os) in njen premer 
(2r, desna ordinatna os) izmerjen med dogodki prehodne eksocitoze (prehodne ekso) in endocitoze 
(prehodne endo) v netretiranih (Kon) in astrocitih, tretiranih z IFNγ (IFNγ), v spontanih razmerah oz. pred 
(Kon, IFNγ) ter po draženju z ATP (Kon+ATP, IFNγ+ATP). b Čas trajanja odprte fuzijske pore (čas odprte 
pore) izmerjen med dogodki prehodne ekso-/endocitoze v netretiranih in astrocitih, tretiranih z IFNγ, v 
spontanih razmerah in po draženju z ATP. Številke na bazi stolpcev prikazujejo število analiziranih 
mešičkov z ozko fuzijsko poro (a) oz. število vseh dogodkov prehodne ekso-/endocitoze (b). Izstopa 
povečanje prevodnosti oz. premera ozke fuzijske pore in podaljšan čas odprte fuzijske pore v dogodkih 
prehodne eksocitoze pri astrocitih, tretiranih z IFNγ. *p < 0,05; ***p < 0,001 (Mann-Whitney-ev U-test). 
c Relativna frekvenčna porazdelitev prevodnosti (Gp) oz. izračunanega premera ozke fuzijske pore (2r 
pore), izmerjene med dogodki prehodne eksocitoze, pri katerih mešički vzpostavijo ozko fuzijsko poro, v 
netretiranih in astrocitih, tretiranih z IFNγ, v spontanih razmerah in po draženju z ATP. 
Figure 8: Astrocyte treatment with IFNγ alters electrical geometry of fusion pore and pore kinetics 
in vesicles undergoing reversible exocytosis. a Fusion pore conductance (Gp, left axis) and diameter (2r, 
right axis) of reversible exocytotic (prehodna ekso) and endocytotic (prehodna endo) events in control 
(Kon) and IFNγ-treated (IFNγ) astrocytes at rest (Kon, IFNγ) and after ATP stimulation (Kon+ATP, 
IFNγ+ATP). b Fusion pore dwell time (čas odprte pore) measured in reversible exo-/endocytotic events in 
control and IFNγ-treated astrocytes at rest and after ATP stimulation. Numbers at the bottom of the bars 
denote the number of vesicles establishing narrow fusion pores (a) and all examined exo-/endocytotic 
events (b). Note an increase in fusion pore diameter and open pore dwell time in vesicles undergoing 
reversible exocytosis in IFNγ-treated astrocytes. *p < 0.05; ***p < 0.001 (Mann-Whitney U test). c Plots 
depicting the relative frequency distribution of fusion pore conductance (Gp) and pore diameter (2r pore) 
in reversible exocytotic vesicles establishing a narrow fusion pore at rest and after ATP stimulation in 
control and IFNγ-treated astrocytes. 
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Zaradi značilnega povečanja mešičkov, ki so vstopili v prehodno eksocitozo in merljivih 
ozkih fuzijskih por, smo lahko v primeru teh mešičkov ovrednotili korelacijo med 
velikostjo oz. kapacitivnostjo mešička (Cv) in prevodnostjo ozke fuzijske pore (Gp). 
Pearsonov koeficient korelacije (r) je razkril pozitivno korelacijo med obema 
parametroma, tako v astrocitih, tretiranih z IFNγ, kjer je bil 0,94, kot v netretiranih 
astrocitih, kjer je bil 0,72. Ta rezultat je skladen s predhodnim rezultatom, pridobljenim 
na podganjih laktotrofih (Jorgačevski in sod., 2010). Iz enakega razloga smo za dogodke 
prehodne eksocitoze preverili še korelacijo med velikostjo oz. kapacitivnostjo mešičkov 
in časom trajanja odprte fuzijske pore; Pearsonov koeficient korelacije je bil 0,17 (p < 
0,05) v netretiranih in 0,22 (p < 0,05) v astrocitih, tretiranih z IFNγ. 
 
4.4 DRAŽENJE ASTROCITOV Z ATP STIMULIRA EKSOCITOZO IN INHIBIRA 
(POPOLNO) ENDOCITOZO 
Draženje astrocitov s 100 μM ATP prehodno poveča koncentracijo znotrajceličnih 
kalcijevih ionov (Salter in Hicks, 1994; Koizumi in sod., 2003). V naših elektrofizioloških 
poskusih je enako draženje povzročilo občutno modulacijo ekso/-endocitotske aktivnosti, 
tako v netretiranih kot v astrocitih, tretiranih z IFNγ (Sliki 9b, c). Frekvenca dogodkov 
popolne eksocitoze se je povečala z 0,17 ± 0,03/min pred na 0,28 ± 0,05/min (p < 0,05) 
po draženju netretiranih astrocitov in z 0,14 ± 0,03/min pred na 0,27 ± 0,06/min (p < 0,05) 
po draženju astrocitov, tretiranih z IFNγ. Tudi frekvenca dogodkov prehodne eksocitoze 
se je povečala z 0,64 ± 0,09/min pred na 0,91 ± 0,11/min (p < 0,01) po draženju 
netretiranih astrocitov in z 0,58 ± 0,13/min pred na 0,92 ± 0,14/min (p < 0,05) po draženju 
astrocitov, tretiranih z IFNγ. Dodatno smo ugotovili zmanjšanje frekvence dogodkov 
popolne endocitoze z 1,19 ± 0,16/min pred na 0,55 ± 0,09/min (p  < 0,001) po draženju 
netretiranih astrocitov in z 0,85 ± 0,10/min pred na 0,48 ± 0,08/min (p  < 0,01) po draženju 
astrocitov, tretiranih z IFNγ. Draženje z ATP ni vplivalo na frekvenco dogodkov 
prehodne endocitoze v astrocitih, tretiranih z IFNγ (0,31 ± 0,09/min pred in 0,28 ± 
0,07/min po draženju), medtem ko je povečalo frekvenco teh dogodkov v netretiranih 
astrocitih z 0,24 ± 0,04/min pred na 0,59 ± 0,20/min (p < 0.05) po draženju (Sliki 9b, c). 
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Slika 9: V astrocitih, tretiranih z IFNγ, je zmanjšana frekvenca dogodkov popolne endocitoze, 
medtem ko je ekso-/endocitotski odziv teh celic na draženje z ATP pretežno ohranjen. a Frekvenca 
dogodkov (povprečje ± standardna napaka): popolne eksocitoze (popolna ekso), popolne endocitoze 
(popolna endo), prehodne eksocitoze (prehodna ekso), prehodne endocitoze (prehodna endo) v netretiranih 
(Kon) in astrocitih, tretiranih z IFNγ (IFNγ). b, c Frekvenca dogodkov ekso-/endocitoze (enako kot v a) v 
netretiranih (Kon, b) in astrocitih, tretiranih z IFNγ (IFNγ, c), v spontanih razmerah oz. pred (Kon, IFNγ) 
in po draženju s 100 μM ATP (+ATP). Številke na bazi stolpcev prikazujejo število analiziranih celic. *p 
< 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 (Wilcoxonov test predznačenih rangov). 
Figure 9: IFNγ-treated astrocytes display reduced frequency of full endocytotic events at rest, 
whereas their exo-/endocytotic response to ATP stimulation remains largely unaltered. a Frequency 
of events (mean ± SEM) of: full exocytosis (popolna ekso), full endocytosis (popolna endo), reversible 
exocytosis (prehodna ekso), and reversible endocytosis (prehodna endo) in controls (Kon) and IFNγ-treated 
(IFNγ) astrocytes. b, c Frequency of events of exo-/endocytosis (as in a) in control (Kon, b) and IFNγ-
treated (IFNγ, c) astrocytes before (Kon, IFNγ) and after 100 µM ATP stimulation (+ATP). Numbers at the 
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bottom of the bars indicate the number of cells analysed. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 (Wilcoxon 
signed-rank test). 
 
Relativni delež mešičkov, ki so vstopili v prehodno eksocitozo in vzpostavili ozko 
fuzijsko poro, je ostal, glede na vse dogodke prehodne eksocitoze, podoben po draženju 
z ATP, tako v netretiranih (51 ± 5 % pred in 45 ± 6 % po draženju) kot tudi astrocitih, 
tretiranih z IFNγ (47 ± 6 % pred in 64 ± 6 % po  draženju). Podoben relativni delež 
mešičkov, ki so vstopili v prehodno endocitozo in vzpostavili ozko fuzijsko poro, smo 
ugotovili tudi v netretiranih astrocitih (pred 51 ± 7 % in 45 ± 8 % po draženju) in 
astrocitih, tretiranih z IFNγ (pred 52 ± 7 % in 48 ± 10 % po draženju, Tabela 9).  
 
Preglednica 9: Kumulativno število in relativni delež v posamezni celici (%) prehodnih ekso-/endocitotskih 
dogodkov, ki so imeli vidno projekcijo v signal realne komponente admitance.  
Table 9: Cumulative number and relative frequency per cell (%) of reversible exo-/endocytotic events 
exhibiting projections to the Re signal. 
  Kon (47 celic) Kon +ATP (28 celic) IFNγ (44 celic) IFNγ +ATP (29 celic) 
  Število % Število % Število % Število % 
Eksocitoza s 
proj. 
174 51 ± 5 88 45 ± 6 119 47 ± 6 93 64 ± 6 
Eksocitoza 
brez proj. 
124 49 ± 5 80 55 ± 6 87 53 ± 6 67 36 ± 6 
Skupaj 298  168  206  160  
Endocitoza s 
proj. 
46 51 ± 7 41 45 ± 8 48 52 ± 7 28 48 ± 10 
Endocitoza 
brez proj. 
38 49 ± 7 47 55 ± 8 34 48 ± 7 28 52 ± 10 
Skupaj 84   88   82   56   
 
V netretiranih astrocitih se je prevodnost ozke fuzijske pore dogodkov prehodne 
eksocitoze zmanjšala po draženju z ATP (s 117 ± 39 pS pred na 53 ± 10 pS (p < 0,05) po 
draženju), medtem ko je ta ostala nespremenjena po draženju z ATP v astrocitih, tretiranih 
z IFNγ (287 ± 82 pS pred in 110 ± 20 pS po draženju, Slika 8a). V netretiranih, kot tudi 
v astrocitih, tretiranih z IFNγ, se čas odprtega stanja fuzijske pore dogodkov prehodne 
eksocitoze ni spremenil zaradi draženja z ATP (Slika 8b).  
Prevodnost ozke fuzijske pore dogodkov prehodne endocitoze se ni spremenila po 
draženju netretiranih astrocitov z ATP (86 ± 14 pS pred in 67 ± 20 pS po draženju), 
medtem ko se je ta povečala po draženju astrocitov, tretiranih z IFNγ (z 89 ± 18 pS pred 
na 139 ± 26 pS (p < 0,05) po draženju, Slika 8a). Ugotovljeni učinek draženja je nasproten 
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učinku na prevodnost ozke fuzijske pore dogodkov prehodne eksocitoze. Draženje z ATP 
je različno vplivalo na čas odprtega stanja ozke fuzijske pore dogodkov prehodne 
endocitoze. V netretiranih astrocitih se je skrajšal čas odprtega stanja fuzijske pore po 
draženju z ATP (z 0,5 ± 0,1 s pred na 0,2 ± 0,1 s (p < 0.05) po draženju), v astrocitih, 
tretiranih z IFNγ, se je ta čas podaljšal po draženju z ATP (z 0,3 ± 0,1 s pred na 0,6 ± 0,1 
s (p < 0.05) po draženju, Slika 8b). 
 
4.5 V ASTROCITIH, TRETIRANIH Z IFNγ, JE ZMANJŠAN NESELEKTIVNI 
CELIČNI PRIVZEM MAKROMOLEKUL IZ ZUNAJCELIČNINE  
Z namenom alternativne potrditve rezultata pridobljenega z eletrofiziološkimi meritvami 
in podrobnejše analize učinka IFNγ na modulacijo endocitoze v astrocitih, smo s 
konfokalno mikroskopijo raziskali privzem fluorescenčnih dekstranov (Dex488) v 
astrocite (Slika 10). S ciljem, da bi čim bolj splošno ocenili spremembo neselektivnih 
procesov pinocitoze, smo uporabili dekstrane z molekulsko maso 10 kDa, ki jih celice 
privzamejo tako z mikro- kot makropinocitozo in nato usmerijo v razgradnjo v lizosome 
(Li in sod., 2015). Potrdili smo zmanjšano število Dex488-pozitivnih mešičkov oz. 
endosomov v astrocitih, tretiranih z IFNγ, glede na netretirane astrocite (Slika 10c). 
Zmanjšan endocitotski privzem fluorescenčnih dekstranov se je odražal tudi v 
zmanjšanem relativnem deležu fluorescence Dex488 v astrocitih, tretiranih z IFNγ, ki 
kaže na celokupno zmanjšan privzem Dex488 (Slika 10d). Iz teh rezultatov lahko 
sklepamo, da inhibicija endocitoze v astrocitih, tretiranih z IFNγ, vključuje tudi 
zmanjšanje aktivnosti pinocitoze. 
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Slika 10: V astrocitih, tretiranih z IFNγ, je zavrt neselektiven privzem zunajceličnih fluorescenčnih 
dekstranov. a, b Reprezentativne konfokalne mikrografije netretiranih (Kon, a) in astrocitov, tretiranih z 
IFNγ (IFNγ, b), po 3-urni inkubaciji s fluorescenčnimi dekstrani (Dex488). Zelena fluorescenca prikazuje 
posamezne mešičke, ki vsebujejo Dex488. Merilo: 20 μm. c, d Število Dex488-pozitivnih mešičkov na 
astrocit (povprečje ± standardna napaka, c) in relativni delež fluorescence Dex488 glede na površino celice 
(%, povprečje ± standardna napaka, d) v netretiranih (Kon) in astocitih, tretiranih z IFNγ (IFNγ). Številke 
na bazi stolpcev prikazujejo število analiziranih celic. ***p < 0,001 (Mann-Whitney-ev U-test). 
Figure 10: IFNγ-treated astrocytes have suppressed non-selective uptake of extracellular fluorescent 
dextran. a, b Representative confocal images of control (Kon, a) and IFNγ-treated (IFNγ, b) astrocytes 
incubated for 3 hours with fluorescent dextran (Dex488). Green fluorescent puncta depict individual 
Dex488-laden vesicles. Scale bar: 20 µm. c, d Graphs displaying the number of Dex488-laden vesicles per 
cell (mean ± SEM, c) and the relative proportion of Dex488-positive cell area normalized to cell image area 
(%, mean ± SEM, d) in control (Con) and IFNγ-treated (IFNγ) astrocytes. The numbers at the bottom of 
the bars indicate the number of cell images analysed. ***p < 0.001 (Mann-Whitney U test). 
 
4.6 SPONTANA EKSO-/ENDOCITOTSKA AKTIVNOST SERUMSKIH IN 
ZVEZDASTIH ASTROCITOV JE PRIMERLJIVA  
Kljub širšemu interesu in številnim raziskavam eksocitoze v astrocitih (Verkhratsky in 
sod., 2016), so bile te večinoma opravljene na astrocitih v serumski kulturi, ki še danes 
služi kot klasičen model za študij celične biologije oz. fiziologije astrocitov  (Lange in 
sod., 2012). Poznavanje in razumevanje ekso-/endocitoze v zvezdastih astrocitih je tako 
skromno (Foo in sod., 2011; Wolfes in sod., 2017), ob tem pa vse do danes še ni bila 
izvedena oz. objavljena študija, v kateri bi omenjene procese neposredno raziskali z 
uporabo meritev membranske kapacitivnosti. Iz tega razloga smo opravili primerjalno 
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raziskavo elementarne ekso-/endocitoze v serumskih in zvezdastih astrocitih z metodo 
meritev membranske kapacitivnosti v konfiguraciji pripete celice. Skupno smo analizirali 
meritve pridobljene v 62 serumskih in 48 zvezdastih astrocitih s povprečnim snemalnim 
časom 16,3 ± 0,4 minute na posnetek in celokupnim časom 29 ur in 52 minut. Podobno 
kot v prejšnjem sklopu raziskav, v katerih smo preučevali ekso-/endocitotsko aktivnost v 
netretiranih serumskih astrocitih in astrocitih, tretiranih z IFNγ (Slika 6), smo tudi v 
zvezdastih astrocitih lahko prepoznali elementarne dogodke ekso-/endocitoze (Slika 11a). 
Velikost mešičkov (oz. izračunan premer), ki so vstopali v ekso-/endocitotske interakcije 
s plazmalemo, se ni razlikovala med serumskimi in zvezdastimi astrociti (Slika 11b), tako 
kot se ni razlikovala frekvenca pojavljanja dogodkov elementarne ekso-/endocitoze 
(Slika 11c). 
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Slika 11: Pojavnost, velikost in frekvenca elementarnih dogodkov ekso-/endocitoze je primerljiva 
med serumskimi in zvezdastimi astrociti v spontanih razmerah. a Reprezentativni primeri diskretnih 
porastov in upadov (»skokov«) v signalu imaginarne komponente admitance (Im), ki odražajo elementarne 
dogodke: popolne eksocitoze (i), popolne endocitoze (ii), prehodne eksocitoze (iii), prehodne endocitoze 
(iv). Projekcije prehodnih eksocitotskih (iii, desno) oz. endocitotskih dogodkov (iv, desno) v signal realne 
komponente admitance (Re) kažejo na vzpostavitev ozke fuzijske pore. Prikazani so primeri 
elektrofizioloških posnetkov, pridobljeni v zvezdastih astrocitih. Kalibracijski pulzi so označeni z *. b, c 
Božić M. Elementarni dogodki eksocitoze in endocitoze v aktiviranih astrocitih v kulturi. 




Kapacitivnost (Cv, povprečje ± standardna napaka, b, leva ordinatna os) oz. premer (2r, b, desna ordinatna 
os) mešičkov, ki vstopajo v ekso-/endocitotske interakcije in frekvenca (povprečje ± standardna napaka, c) 
različnih tipov ekso-/endocitotskih dogodkov: popolna eksocitoza (popolna ekso), popolna endocitoza 
(popolna endo), prehodna eksocitoza (prehodna ekso), prehodna endocitoza (prehodna endo) v serumskih 
(serum.) in zvezdastih (zvezda.) astrocitih. Številke na bazi stolpcev prikazujejo število analiziranih 
mešičkov (b) in astrocitov (c). 
Figure 11: The occurrence, size, and frequency of elementary exo-/endocytotic events is similar in 
serum and stellate astrocytes at rest. a Representative examples of discrete upward and downward steps 
in the imaginary component of the admittance signals (Im) corresponding to: full exocytosis (i), full 
endocytosis (ii), reversible exocytosis (iii), reversible endocytosis (iv). The projections to the real 
component of the admittance signal (Re) in reversible exocytotic (iii, right) and endocytotic events (iv, 
right) indicate the formation of narrow fusion pores. All displayed recordings were obtained in stellate 
astrocytes. * denote calibration pulses. b, c Vesicle capacitance (Cv, mean ± SEM, b, left axis) and diameter 
(2r, b, right axis) as well as frequency (mean ± SEM, c) of different exo-/endocytotic events: full exocytosis 
(popolna ekso), full endocytosis (popolna endo), reversible exocytosis (prehodna ekso), reversible 
endocytosis (prehodna endo) in resting serum (serum.) and stellate (zvezda.) astrocytes. Numbers at the 
bottom of the bars indicated the number of vesicles (b) and cells (c) analysed. 
 
V prehodnih dogodkih ekso-/endocitoze s presluhom signala Im v Re (Slike 11aiii, desna 
signala; 11aiv, desna signala; 12a) smo izmerili še prevodnost (Gp) in izračunali premer 
ozke fuzijske pore ter čas trajanja odprtega stanja pore (Slika 12a). Prevodnost ozkih 
fuzijskih por dogodkov prehodne eksocitoze je bila večja v zvezdastih astrocitih (41 pS 
(Q1: 32 pS, Q3: 51 pS, n = 89)) kot v serumskih astrocitih (27 pS (Q1: 20 pS, Q3: 49 pS, 
n = 174), Slika 12b). V zvezdastih astrocitih smo dodatno izmerili še podaljšan čas odprte 
fuzijske pore dogodkov prehodne eksocitoze, in sicer 0,09 s (Q1: 0,04 s, Q3: 0,36 s, n = 
183) glede na 0,05 s (Q1: 0,03 s, Q3: 0,26 s, n = 284, p < 0.05, Slika 12c) v serumskih 
astrocitih. 
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Slika 12: Prevodnost ozke fuzijske pore in čas odprtega stanja pore sta povečana pri dogodkih 
prehodne eksocitoze v zvezdastih astrocitih. a Reprezentativni primeri dogodkov prehodne eksocitoze 
pri katerih lahko hkrati z diskretnimi porasti in upadi v signalu imaginarne komponente admitance (Im) 
izmerimo še sočasne spremembe v signalu realne komponente admitance (Re); elektrofiziološki posnetek, 
pridobljen v zvezdastem astrocitu. Diskretni dogodki, zamejeni z manjšimi okvirji na levi, so ločeno 
prikazani v večjem okvirju na desni. Ob vsakem dogodku so prikazane izračunane vrednosti kapacitivnosti 
mešička (Cv) in prevodnosti ozke fuzijske pore (Gp). Kalibracijski pulzi so označeni z *. b, c Škatle z brki 
prikazujejo prevodnost ozke fuzijske pore (Gp, b, leva ordinatna os), premer pore (2r pore, b, desna 
ordinatna os) in čas odprtega stanja pore (c) med dogodki prehodne eksocitoze (prehodna ekso) in 
endocitoze (prehodna endo) v serumskih (serum.) in zvezdastih (zvezda.) astrocitih. Številke pod škatlami 
prikazujejo število analiziranih mešičkov z ozko fuzijsko poro (b) oz. število vseh dogodkov prehodne 
ekso-/endocitoze (c). **p < 0,01; ***p < 0,001 (Mann-Whitney-ev U test). 
Figure 12: The conductance and dwell time of narrow fusion pores in reversible exocytotic events are 
increased in stellate astrocytes. a Representative examples of reversible exocytotic events exhibiting 
concurrent changes in the imaginary (Im) and real (Re) component of the admittance signal; 
electrophysiological recording obtained in stellate astrocytes. The framed events are separately displayed 
on the right together with the calculated values of vesicle capacitance (Cv) and fusion pore conductance 
(Gp). b, c Box plots depicting fusion pore conductance (Gp, b, left axis), pore diameter (2r pore, b, right 
axis) and open-pore dwell time (c) in reversible exocytotic (prehodna ekso) and endocytotic (prehodna 
endo) events in serum (serum.) and stellate (zvezda.) astrocytes. The numbers under the plots denote the 
number of vesicles establishing narrow fusion pores (b) and all examined reversible exo-/endocytotic events 
(b). **p < 0.01; ***p < 0.001 (Mann-Whitney U test). 
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4.7 EKSO-/ENDOCITOTSKI ODZIV NA DRAŽENJE Z ATP JE MANJ IZRAZIT V 
ZVEZDASTIH ASTROCITIH  
Draženje serumskih astrocitov s 100 μM ATP (n = 31) je, tako kot v predhodnem sklopu 
meritev membranske kapacitivnosti (Slika 9), značilno spremenilo ekso -/endocitotsko 
aktivnost: povečala se je frekvenca tako dogodkov popolne in prehodne eksocitoze kot 
dogodkov prehodne endocitoze ter znižala frekvenca dogodkov popolne endocitoze 
(Slika 13a). Nasprotno pa je draženje zvezdastih astrocitov (n = 26) povzročilo le znižanje 
frekvence dogodkov popolne endocitoze (z 1,03 ± 0,16/min pred na 0,55 ± 0,09/min (p < 
0.01) po draženju). Frekvenca preostalih dogodkov ekso-/endocitoze je bila podobna po 
draženju; spremenila se je: z 0,21 ± 0,05/min na 0,36 ± 0,11/min pri dogodkih popolne 
eksocitoze, in z 0,44 ± 0,12/min na 0,93 ± 0,26/min pri dogodkih prehodne eksocitoze, 
ter z 0,34 ± 0,11/min na 0,35 ± 0,14/min pri dogodkih prehodne endocitoze (Slika 13b). 
Premer mešičkov, ki so vstopili v različne tipe ekso-/endocitotskih interakcij s 
plazmalemo, se ni spremenil po draženju. Rezultati tako kažejo na zmanjšan ekso-
/endocitotski odziv zvezdastih astrocitov na draženje z ATP oz. draženje, ki prehodno 
poveča [Ca2+]i v astrocitih. 
 
 
Slika 13: Ekso-/endocitotski odziv na draženje z ATP je manj izrazit v zvezdastih astrocitih. a, b 
Frekvenca (povprečje ± standardna napaka) dogodkov: popolne eksocitoze (popolna ekso), popolne 
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endocitoze (popolna endo), prehodne eksocitoze (prehodna ekso.), prehodne endocitoze (prehodna endo.) 
v serumskih (serum., a) in zvezdastih astrocitih (zvezda., b) v spontanih razmerah oz. pred (serum., zvezda.) 
in po draženju s 100 μM ATP (+ATP). Številke na bazi stolpcev prikazujejo število analiziranih celic. *p 
< 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 (Wilcoxonov test predznačenih rangov). 
Figure 13: ATP-evoked alteration of exo-/endocytotic event frequency is less pronounced in stellate 
astrocytes. a, b Frequency of events (mean ± SEM) of: full exocytosis (popolna ekso), full endocytosis 
(popolna endo), reversible exocytosis (prehodna ekso) and reversible endocytosis (prehodna endo) in serum 
(serum., a) and stellate (zvezda., b) astrocytes before (serum., zvezda.) and after stimulation with 100 µM 
ATP (+ATP). The numbers at the bottom of the bars indicate the number of cells analysed. *p < 0.05, ** p 
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5.1 TRETIRANJE ASTROCITOV Z IFNγ INDUCIRA SINTEZO MOLEKUL MHCII, 
KI SE SKLADIŠČIJO V POZNIH ENDO-/LIZOSOMIH IN DOSTAVIJO DO 
PLAZMALEME  
V prvem sklopu poskusov smo ovrednotili sintezo in znotrajcelično porazdelitev molekul 
MHCII ter njihovo dostavo in vključevanje v plazmalemo v astrocitih, ki smo jih in vitro 
aktivirali s citokinom IFNγ. S tretiranjem astrocitov z IFNγ smo inducirali poseben 
fenotip aktiviranih astrocitov, za katerega je značilna de novo sinteza oz. povečano 
izražanje molekul MHCII (Hirsch in sod., 1983; Wong in sod., 1984; Halonen in sod., 
2006; Zeinstra in sod., 2006; Vardjan in sod., 2012). Slednje so ključne za predstavitev 
antigenov limfocitom T pomagalkam, ki predstavljajo bistveno povezavo med odzivi 
prirojene (naravne) in pridobljene (specifične) imunosti (Neefjes in sod., 2011).  
Imunocitokemično označevanje znotrajceličnih molekul MHCII je potrdilo povečanje 
njihovega izražanja po 48-urnem tretiranju astrocitov s 600 U/ml IFNγ. 
Imunofluorescenčno označen MHCII se je porazdelil v podobi zrnatih struktur v 
citoplazmi; ta vzorec je indikativen za porazdeljenost v mešičke (Slike 1-5). Izražanje 
molekul MHCII smo potrdili imunocitokemično, tako v serumskih kot v zvezdastih 
astrocitih, v katerih je bilo manj izrazito (Slika 2). Ta najdba nakazuje na prisotnost 
nepoznanih supresivnih dejavnikov, ki zavirajo polno aktivacijo v zvezdastih astrocitih. 
Glede na to, da povečana znotrajcelična koncentracija cAMP ([cAMP]i) spodbudi 
nastajanje zvezdaste oblike astrocitov (Lim in sod., 1973; Shapiro, 1973; Vardjan in sod., 
2014) in hkrati inhibira izražanje molekul MHCII (Frohman in sod., 1988), je lahko 
povečana [cAMP]i ključni skupni imenovalec za uravnavanje obeh procesov. 
Primerjalnih meritev [cAMP]i med serumskimi in zvezdastimi astrociti do sedaj še niso 
opravili, zato bodo lahko bodoče raziskave znotrajcelične signalizacije s cAMP v 
astrocitih veliko doprinesle k boljšemu razumevanju uravnavanja obeh procesov. 
V preteklih študijah so poročali o dostavi molekul MHCII v endo-/lizosome (Gresser in 
sod., 2001; Vardjan in sod., 2012), a podrobnejše opredelitve lokalizacije molekul MHCII 
vzdolž endosomalnega sistema kot tudi kvantitativne ocene oz. stopnje kolokalizacije 
MHCII s posameznimi tipi endocitotskih predelkov še niso opravili. V astrocitih, 
tretiranih z IFNγ, so se molekule MHCII zgolj v majhni meri lokalizirale v zgodnje in 
reciklirajoče endosome, za katere so značilni označevalci Rab4A, EEA1 in TPC1  
(Wandinger-Ness in Zerial, 2014; Castonguay in sod., 2017), ter zmerno kolokalizirane 
z Rab7-imunopozitivnimi predelki, ki pretežno ustrezajo poznim endosomom. Rab7 je 
majhna GTPaza, ki uravnava transport od zgodnjih do poznih endo-/lizosomov in je 
vključena v zorenje avtofagosomov (Wandinger-Ness in Zerial, 2014). Glede na 
opažanje, da med zorenjem nezrelih dendritičnih celic molekule MHCII preidejo iz 
prvotno Rab7-imunopozitivnih predelkov v predelke, ki se ne kolokalizirajo več z Rab7 
v zrelih celicah, takšen rezultat ni presenetljiv (Pérez-Montesinos in sod., 2017). V 
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astrocitih, tretiranih z IFNγ, se molekule MHCII prvenstveno lokalizirajo v LAMP1-
EGFP-pozitivne lizosome (Slika 3). To ugotovitev smo dodatno potrdili z uporabo GPN, 
substrata lizosomskega katepsina C, ki povzroči osmotsko lizo lizosomov (Jadot in sod., 
1984; Galione in Churchill, 2002), saj smo tako v astrocitih, tretiranih z IFNγ, povzročili 
obsežen upad števila in velikosti MHCII-imunopozitivnih mešičkov do ravni, ki je 
primerljiva z netretiranimi astrociti (Slika 4). Tudi premer MHCII-imunopozitivnih 
mešičkov, ki smo ga izmerili s superresolucijsko SIM (Slika 5) dobro ustreza premeru 
astrocitnih LAMP1-imunopozitivnih mešičkov, ki so ga ocenili z enako tehniko (Guček 
in sod., 2016). V astrocitih, tretiranih z IFNγ, se molekule MHCII tako predominantno 
zadržujejo v lizosomih. Ta znotrajcelična lokalizacija je skladna s porazdelitvijo molekul 
MHCII v nezrelih dendritičnih celicah, kjer je po ocenah ~75 % vseh molekul MHCII, 
prisotnih v antigen procesirajočih predelkih (Kleijmeer in sod., 2001; Ten Broeke in sod., 
2011; Roche in Furuta, 2015) oz. v poznih endo/-lizosomih z dovolj nizkim pH, ki aktivira 
proteolitične encime potrebne za procesiranje antigenov (Roche in Furuta, 2015). Poleg 
tega so lizosomi v astrocitih zaradi manj kislega pH relativno slabše učinkoviti pri popolni 
razgradnji antigenov, kar pripomore k ohranitvi kratkih peptidnih fragmentov za vezavo 
na molekule MHCII (Lööv in sod., 2015). Enak mehanizem je prisoten tudi v dendritičnih 
celicah (Delamarre in sod., 2005; Jancic in sod., 2007). Pri tem, podobno kot v 
dendritičnih oz. profesionalnih antigen predstavitvenih celicah, ostaja nejasno ali se 
molekule MHCII usmerijo v obstoječe »konvencionalne« pozne endo-/lizosome ali se 
namenijo v ločene, specializirane predelke sorodne poznim endo-/lizosomom (Neefjes in 
sod., 2011). 
Z uporabo elektronske mikroskopije (Nijman in sod., 1995; Kleijmeer in sod., 2001; Ten 
Broeke in sod., 2011) so znotraj nezrelih dendritičnih celicah potrdili tudi obstoj 
multivezikularnih predelkov, ki vsebujejo molekule MHCII oz. intraluminalne mešičke z 
molekulami MHCII. Slednjih v naši raziskavi nismo zaznali zaradi zelo majhne velikosti 
intraluminalnih mešičkov; njihov premer je ocenjen na 40 do 90 nm (Théry in sod., 1999) 
in je tako manjši od ločljivosti mikroskopskih tehnik, ki smo jih uporabili v naših 
opazovanjih. Neodvisno od tega so astrocite prepoznali kot celice, ki izločajo raznovrstne 
zunajcelične mešičke, med njimi tudi eksosome (Verkhratsky in sod., 2016). Zmožnost 
(aktiviranih) astrocitov za izločanja eksosomov z molekulami MHCII je tako lahko 
potencialno obetavna pot nadaljnjih raziskav. 
Obsežna imunofluorescenca MHCII na površini nepermeabiliziranih  astrocitov, tretiranih 
z IFNγ (Slika 5), potrjuje vključevanje molekul MHCII v plazmalemo astrocitov in 
omogoča potencialno predstavitev antigenov limfocitom T pomagalkam. Našo najdbo 
podpirajo tudi predhodni rezultati pridobljeni s pretočno citometrijo  (Vardjan in sod., 
2012) in imunoelektronsko mikroskopijo (Gresser in sod., 2001). 
Molekule MHCII z vezano Ii pri transportu do antigen procesirajočih predelkov v 
določeni meri začasno dosežejo plazmalemo (Roche in sod., 1993; Walseng in sod., 
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2008), vendar je glede na trenutno razumevanja tega procesa malo verjetno, da bi z 
imunocitokemičnim označevanjem prikazali izključno te komplekse. Molekule MHCII z 
vezano Ii se privzamejo s plazmaleme preko s klatrinom posredovane endocitoze, kar jih 
zaščiti pred ubikvitinacijo v endosomih in posledično razgradnjo (Walseng in sod., 2008). 
Ta endocitotska pot je tudi zelo učinkovita, saj je polovični čas prisotnosti kompleksa 
MHCII z vezano Ii na plazmalemi nezrelih dendritičnih celic ocenjen na zgolj ~5 minut, 
zaradi česar ti kompleksi predstavljajo manj kot 5 % vseh površinsko prisotnih molekul 
MHCII v teh celicah (Roche in sod., 1993). 
 
5.2 Z IFNγ SPODBUJENA PREHODNA EKSOCITOZA VEČJIH MEŠIČKOV 
NAKAZUJE POVEČANO EKSOCITOZO POZNIH ENDO-/LIZOSOMOV, KI 
DOSTAVIJO MOLEKULE MHCII DO PLAZMALEME 
Astrociti dejavno komunicirajo s svojimi okoljem, pri čemer igrajo pomembno vlogo 
procesi ekso-/endocitoze (Vardjan in sod., 2016; Verkhratsky in sod., 2016). V drugem 
sklopu poskusov smo za opredelitve ekso-/endocitotske aktivnosti v astrocitih, tretiranih 
z IFNγ, uporabili elektrofiziološke meritve membranske kapacitivnosti. S to metodo smo 
želeli pridobiti neposreden vpogled v ekso-/endocitotsko aktivnost mešičkov, ki so 
udeleženi v dostavo molekul MHCII na plazmalemo oz. vpogled v morebitne preostale 
vezikularne interakcije, ki so vpletene v ta proces. 
Do prehodnega povečanja sinteze in množične prisotnosti molekul MHCII na površju 
dendritičnih celic privede proces zorenja, ki ga sproži prisotnost različnih patološko 
relevantnih molekul; slednje celice zaznavajo na različne načine, kot npr. z aktivacijo  
Tollu podobnih receptorjev (Roche in Furuta, 2015). Proces zorenja povzroči tubulacijo 
poznih endo-/lizosomov oz. antigen procesirajočih predelkov, ki v nezrelih dendritičnih 
celicah vsebujejo večino molekul MHCII (Boes in sod., 2002; Chow in sod., 2002; Vyas 
in sod., 2007). Ti predelki se lahko nato neposredno zlijejo s plazmalemo, tj. opravijo 
eksocitozo in zaključijo pot molekul MHCII do plazmaleme  (Wubbolts in sod., 1996; 
Chow in sod., 2002). Potencialno bi lahko bil za transport od antigen procesirajočih 
predelkov do plazmaleme potreben še dodaten (endosomalni) predelek , ki bi bil 
kompetenten za vstop v eksocitozo. Zadnjo možnost nakazujejo opažanja t. i. majhnih 
MHCII vsebujočih mešičkov, ki nastanejo z brstenjem iz tubuliranih poznih endo-
/lizosomov proti plazmalemi; opazili so jih s pomočjo elektronske mikroskopije (Turley 
in sod., 2000; Kleijmeer in sod., 2001; Barois in sod., 2002). 
V skladu s preteklimi raziskavami, kjer so na astrocitih izvedli meritve membranske 
kapacitivnosti v konfiguraciji pripete krpice (Guček in sod., 2016; Lasič in sod., 2016; 
Stenovec in sod., 2016; Lasič in sod., 2017; Lasič in sod., 2019) , smo tudi mi zaznali 
dogodke popolne in prehodne eksocitoze (Slika 6), pri tem pa so bili slednji pričakovano 
bolj pogosti (Guček in sod., 2016; Stenovec in sod., 2016). V astrocitih, tretiranih z IFNγ, 
so prehodno eksocitotsko interakcijo s plazmalemo opravili praviloma večji mešički. Ta 
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najdba kaže na nov ali številčnejši doprinos večjih oz. velikih mešičkov k celokupni 
eksocitozi v teh celicah, ali z drugimi besedami, v netretiranih astrocitih so veliki mešički 
manj eksocitotsko aktivni. Nespremenjena velikost endocitotskih mešičkov oz. 
endosomov nakazuje ohranjenost mehanizmov, ki določajo velikost endocitotskih 
predelkov v astrocitih, tretiranih z IFNγ (Sliki 6 in 7). 
Lizosomi so večji predelki astrocitov, ki so zmožni eksocitoze (Verkhratsky in sod., 
2016) in so zaradi tega najbolj verjeten transportni predelek za dostavo molekul MHCII 
do plazmaleme. Molekulski ustroj astrocitnih lizosomov omogoča njihovo eksocitozo in 
s tem izločanje signalnih molekul z majhno molekulsko maso v zunajcelični prostor 
(Zhang in sod., 2007; Verderio in sod., 2012). Eksocitoza lizosomov je lahko prehodna 
ali popolna, kar je odvisno predvsem od prožilnega dražljaja. Prva je pretežno posledica 
aktivacije površinskih receptorjev, medtem ko drugo prožijo zlasti patološki dražljaji, kot 
so: kalcijevi ionoforji, kalijev cianid, mehansko draženje in poškodba plazmaleme (Zhang 
in sod., 2007; Li in sod., 2008a; Sreetama in sod., 2016); slednja zato sodeluje v 
popravilih poškodovane plazmaleme (Reddy in sod., 2001; Sreetama in sod., 2016). 
Vardjan in sodelavci po 16-urni inkubaciji astrocitov, prehodno tretiranih z IFNγ, s 
fluorescenčnimi dekstrani niso zaznali izločanja fluorescenčne vsebine mešičkov, ki bi 
nakazovala na eksocitotsko izločanje vsebine iz lumna poznih endo/-lizosomov (Vardjan 
in sod., 2012). Izločanje ni bilo izzivno kljub draženju celic z 1 mM ATP (Vardjan in 
sod., 2012), ki poveča [Ca2+]i in spodbudi eksocitozo v astrocitih (Salter in Hicks, 1994; 
Koizumi in sod., 2003; Pangršič in sod., 2007). Navidezno neskladje lahko pojasnimo z 
relativno kratkim opazovalnim časom po aplikaciji draženja (30 sekund), v katerem so 
avtorji spremljali izločanja fluorescenčnih dekstranov (Vardjan in sod., 2012). Znano je, 
da eksocitotsko izločanje iz svetline lizosomov poteče šele po znatnem zamiku glede na 
začetek draženja (Jaiswal in sod., 2007; Liu in sod., 2011; Beckel in sod., 2018). V prid 
sklepu, da lizosomi povečano doprinesejo k celokupni eksocitozi v astrocitih, tretiranih z 
IFNγ, kaže tudi dobro ujemanje med elektrofiziološko določenim premerom mešičkov, 
ki opravljajo prehodno eksocitozo (194 ± 10 nm, Slika 7) in optofiziološko izmerjenim 
premerom MHCII-imunopozitivnih mešičkov v subplazmalemalnem prostoru astrocitov 
(230 ± 4 nm, Slika 5) ter premerom LAMP1-imunopozitivnih mešičkov v astrocitih 
(Guček in sod., 2016). 
V astrocitih, tretiranih z IFNγ, so mešički med prehodno eksocitozo vzpostavili širše 
fuzijske pore z daljšim časom odprtega stanja pore (Slika 8). Naši rezultati tako ne 
potrjujejo zgolj pozitivne korelacije med kapacitivnostjo (velikostjo) mešička in 
prevodnostjo ozke fuzijske pore, ki so jo predhodno našli v podganjih laktotrofih 
(Jorgačevski in sod., 2010), temveč nakazujejo, da tretiranje z IFNγ modulira sam 
molekulski mehanizem eksocitoze. V astrocitih so identificirali izoobliko Syt11 kot 
pomemben regulator dinamike fuzijske pore v eksocitozi lizosomov. Zaviranje izražanja 
Syt11 je povzročilo trikratno znižanje frekvence eksocitoze lizosomov in dvakratni porast 
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števila dogodkov prehodne eksocitoze (Sreetama in sod., 2016). Z IFNγ povzročeno 
uravnavanje Syt11 bodisi na ravni izražanja proteina bodisi na ravni uravnavanja 
njegovega delovanja bi lahko pojasnilo nekatere naše ugotovitve. 
Poleg proteaz lizosomi v astrocitih skladiščijo in izločajo ATP (Zhang in sod., 2007; 
Verderio in sod., 2012; Beckel in sod., 2018; Jones in sod., 2018) . Povečanje zunajcelične 
koncentracije ATP v CŽS predstavlja »alarmni« signal, ki lahko poveča dovzetnost 
nevronov za poškodbe, spodbudi aktivacijo astrocitov in rekrutira mikroglijo za proženje 
nevroinflamatornih odzivov (Rodrigues in sod., 2015). Povečana eksocitotska dejavnost 
lizosomov v astrocitih, tretiranih z IFNγ, je tako lahko povezana še s povečanim 
izločanjem ATP v zunajcelični prostor in pripomore k širjenju nevroinflamatornega 
procesa. Dolgotrajnejše prehodne eksocitotske interakcije mešičkov s plazmalemo lahko 
razlagamo tudi kot povečano tendenco mešičkov k izvršitvi popolne eksocitoze in 
posledično obsežnejši vključenosti molekul MHCII v plazmalemo. 
 
5.3 TRETIRANJE ASTROCITOV Z IFNγ INHIBIRA ENDOCITOZO, VKLJUČNO Z 
(MAKRO)PINOCITOZO  
V skladu s predhodno študijo (Lasič in sod., 2017) smo tudi z našimi elektrofiziološkimi 
meritvami membranske kapacitivnosti prepoznali popolno endocitozo kot najpogostejši 
tip ekso-/endocitotskih interakcij astrocitnih mešičkov s plazmalemo v spontanih 
razmerah (Slika 9a). V astrocitih, tretiranih z IFNγ, smo nadalje razkrili znatno inhibicijo 
dogodkov popolne endocitoze (Slika 9a), ki so kljub temu prevladovali kot najpogostješa 
vrsta ekso-/endocitotskih interakcij s plazmalemo (Tabela 8). Tretiranje astrocitov z IFNγ 
je zmanjšalo tudi neselektivni pinocitotski privzem fluorescenčnih dekstranov (Slika 10). 
Z optofiziološkimi meritvami privzema zunajceličnih fluorescenčnih dekstranov v 
astrocite smo potrdili ugotovitve elektrofizioloških meritev. 
Uravnavanje procesov endocitoze je sicer poznan pojav v poteku zorenja oz. aktivacije 
nekaterih imunskih celic, npr. dendritičnih celic in makrofagov. V dendritičnih celicah 
poteka modulacija endocitoze tako, da se zmanjša nespecifičen način privzema zaradi 
makropinocitoze in fagocitoze, ki bi lahko domnevno motila nadaljnji privzem in 
predstavljanje antigenov v zrelih celicah (Sallusto in sod., 1995; Platt in sod., 2010). Tudi 
tretiranje makrofagov z IFNγ povzroči zavrtje makropinocitoze in privzem preko 
manoznega receptorja ter okrepi promet endosomov proti perinuklearnim lizosomom, 
katerih velikost se tudi poveča. Poleg vloge v predstavitvi antigenov imajo opisani pojavi 
tudi pomembne mikrobicidne učinke (Montaner in sod., 1999; Tsang in sod., 2000). 
Modulacija procesov endocitoze igra ključno vlogo v uravnavanju dinamike površinsko 
prisotnih molekul MHCII in njihove premene. Med temeljne učinke zorenja dendritičnih 
celic prištevamo tudi izrazito podaljšan čas zadrževanja molekul MHCII z vezanimi 
peptidi na plazmalemi (Cella in sod., 1997), kar je posledica prekinitve ubikvitinacije teh 
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molekul in njihove zmanjšane dovzetnosti za endocitotski privzem (Shin in sod., 2006; 
van Niel in sod., 2006). 
 
5.4 TRETIRANJE ASTROCITOV Z IFNγ NE VPLIVA NA EKSO-/ENDOCITOTSKO 
AKTIVNOST IZZVANO Z ATP  
Draženje astrocitov z ATP je izzvalo povečanje frekvence dogodkov popolne in prehodne 
eksocitoze (Slika 9), podobno kot so to opazili v preteklih raziskavah elementarne ekso-
/endocitotske aktivnosti v astrocitih (Guček in sod., 2016; Stenovec in sod., 2016). 
Draženje astrocitov z 1 mM ATP nadalje povzroči tudi povečanje celokupne membranske 
kapacitivnosti oz. površine plazmaleme (Pangršič in sod., 2006). Površina plazmaleme se 
lahko poveča zaradi večjega doprinosa dogodkov eksocitoze ali zaradi zmanjšanega 
doprinosa dogodkov endocitoze. Naše meritve so tako razkrile izrazito inhibicijo popolne 
endocitoze po draženju z ATP, tako v netretiranih kot v astrocitih, tretiranih z IFNγ. 
Ugotovitev je popolnoma nova in o njej do sedaj še niso poročali niti v astrocitih niti v 
drugih sekrecijskih celicah. Nasprotno, povečanje [Ca2+]i je splošno razumljeno kot 
univerzalen sprožilec vseh oblik endocitoze v sekrecijskih celicah (Wu in sod., 2014). 
ATP z aktivacijo purinergičnih P2Y4 receptorjev poveča dejavnost makropinocitoze v 
mikrogliji, v kateri po draženju nastanejo mešički s premerom od 0,5 do 5 μm (Li in sod., 
2013). Za razliko od mikroglije so endocitotski procesi v astrocitih relativno slabo 
poznani. Z uporabo barvil FM1-43 in FM4-64 so sicer vizualizirali astrocitne endosome 
in odkrili konstitutivno endocitotsko pot, ki je neodvisna od klatrina in kaveolina ter 
uravnavana z [Ca2+]i (Jiang in Chen, 2009). Pomen te najdbe je izzvalo poročilo o 
pomanjkljivostih barvil FM kot reprezentativnih označevalacev astrocitnih endosomov 
(Li in sod., 2009). Nedavna mikroskopska superresolucijska vizualizacija fuzijskih por v 
kromafinkah je odkrila pomembno vlogo povečane [Ca2+]i pri oženju in zapiranju 
fuzijskih por ter posledično uravnavanju endocitoze (Shin in sod., 2018). Povišanje 
[Ca2+]i v sekrecijskih celicah hkrati omogoča odpiranje fuzijskih por in eksocitozo. 
Navidezno protislovne ugotovitve lahko razloži model, po katerem kalcijevi ioni glede 
na stopnjo povečanja [Ca2+]i omogočajo tako širjenje kot oženje fuzijskih por; nižje 
koncentracije omogočajo širjenje, medtem ko večje koncentracije omogočajo oženje por 
(Wu in sod., 2014; Shin in sod., 2018). Raven z ATP-izzvanega povečanja [Ca2+]i, ki smo 
jo dosegli v naših poskusih, lahko predvsem promovira eksocitozo, kar bi lahko pojasnilo 
naše rezultate ekso-/endocitotskega odziva astrocitov na draženje z ATP. 
Različni vnetni dejavniki in citokini spremenijo lastnosti odzivov povišanja [Ca2+]i pri 
astrocitih (Morita in sod., 2003; Hamby in sod., 2012), kar lahko potencialno vpliva na 
procese ekso-/endocitoze ter posledično dostavo in odstranjevanje molekul MHCII na oz. 
s plazmaleme. Aktivacija astrocitov s citokinskim koktejlom z IFNγ spremeni njihovo 
izražanje genov, ki kodirajo z G-proteinom sklopljene receptorje in prispevajo k povišani 
[Ca2+]i po draženju kot tudi drugih genov, vpletenih v kalcijevo signalizacijo (Hamby in 
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sod., 2012). Pri mišjem modelu Alzheimerjeve bolezni so v okolici β amiloidnih plakov 
prisotni aktivirani astrociti, ki kažejo povišano frekvenco spontanih porastov [Ca 2+]i 
zaradi pojačane signalizacije z receptorjem P2Y1 (Delekate in sod., 2014). Kljub temu je 
pri naših poskusih draženje z ATP izzvalo primerljive ekso/-endocitotske odzive v 
netretiranih in z IFNγ tretiranih astrocitih, z izjemo odsotnega povečanja frekvence 
prehodnih endocitoz v z IFNγ tretiranih astrocitih (Slika 9). Opisan vpliv IFNγ na 
homeostazo [Ca2+]i v astrocitih (Verderio in Matteoli, 2001), se tako ni odrazil v bistveno 
spremenjeni ekso-/endocitotski odzivnosti. 
 
5.5 Z ATP-IZZVAN EKSO-/ENDOCITOTSKI ODZIV JE MANJ IZRAZIT V 
ZVEZDASTIH KOT V SERUMSKIH ASTROCITIH 
V zadnjem sklopu poskusov smo primerjali še elementarno ekso-/endocitotsko aktivnost 
serumskih in zvezdastih astrocitov v spontanih razmerah in po draženju s 100 μM ATP, 
ki v astrocitih poviša [Ca2+]i in spodbudi eksocitozo (Salter in Hicks, 1994; Koizumi in 
sod., 2003). 
Z meritvami membranske kapacitivnosti v konfiguraciji pripete celice v spontanih 
razmerah smo našli zelo podobne dogodke elementarne ekso-/endocitoze v serumskih in 
zvezdastih astrocitih (Slika 11a). Primerljiva sta bila tako velikost (premer) mešičkov kot 
frekvenca pojavljanja posameznega tipa interakcij s plazmalemo (Slika 11b, c). Ključno 
razliko smo našli v prevodnosti ozke fuzijske pore in času trajanja odprtega stanja pore 
dogodkov prehodne eksocitoze mešičkov; oba parametra sta bila povečana v zvezdastih 
astrocitih (Slika 12). V slednjih smo potrdili še zmanjšan ekso/-endocitotski odziv na 
draženje z ATP (Slika 13), kar priča o zmanjšani zmožnosti mešičkov za vstop v od 
[Ca2+]i odvisno eksocitozo. Izmed preučevanih dogodkov, ki smo jih izzvali z ATP, je 
bila zgolj inhibicija dogodkov popolne endocitoze primerljiva med serumskimi in 
zvezdastimi astrociti.  
Te najdbe so bile v nasprotju z našimi pričakovanji, saj se domnevno oscilirajoče, z ATP-
izzvano povečanje [Ca2+]i v zvezdastih astrocitih ni prevedlo v povečano eksocitotsko 
aktivnost. V astrocitih je amplituda povečanja [Ca2+]i izzvana z agonistom metabotropnih 
glutamatnih receptorjev DHPG obratno sorazmerna mirovni [Ca2+]i (King in sod., 2020). 
Morebitna različna mirovna [Ca2+]i v serumskih in zvezdastih astrocitih tako lahko 
predstavlja dodaten dejavnik, ki potencialno vpliva na eksocitotski odziv  v obeh 
astrocitnih morfotipih. Ohranjena, z ATP-izzvana inhibicija dogodkov popolne 
endocitoze v zvezdastih astrocitih nakazuje nespremenjeno delovanje nekaterih od [Ca2+]i 
odvisnih procesov v teh celicah. Nadaljnje primerjalne študije homeostaze [Ca2+]i v 
serumskih in zvezdastih astrocitih bodo omogočile mehanicistično pojasnilo naših 
rezultatov. 
Božić M. Elementarni dogodki eksocitoze in endocitoze v aktiviranih astrocitih v kulturi. 




Wolfes in sodelavci so opravili kvalitativno analizo izražanja nekaterih proteinov 
eksocitotskih mešičkov astrocitov in identificirali več izooblik Syt (Syt4, 7, 11 in 17; 
(Wolfes in sod., 2017)) iz družine proteinov, ki so ključni za zaznavo [Ca2+]i in 
uravnavanje eksocitoze (Sudhof, 2012). Preučevane izooblike Syt so izrazili astrociti v 
različnih celičnih kulturah, nekoliko presenetljivo pa se v zvezdastih astrocitih nobena 
izmed izooblik Syt ni kolokalizirala s proteinom VAMP2 (Wolfes in sod., 2017). Ta 
ugotovitev se razlikuje od ugotovitev, ki so bile pridobljene v raziskavah serumskih 
astrocitov. Mešičkih z VAMP2, pridobljeni iz astrocitov hipokampusa, so bili tudi 
imunopozitivni za Syt4 (Crippa in sod., 2006), ki je prav tako vpleten v potek uravnavane 
eksocitoze astrocitov (Zhang in sod., 2004). Meritve membranske kapacitivnosti na 
živčnih končičih nevrohipofize pri miših so pokazale dvojen učinek Syt4 na proženje 
uravnavane eksocitoze. Pri miših z izbitim genom za Syt4 so v primerjavi z mišmi divjega 
tipa majhni porasti [Ca2+]i izzvali večje število dogodkov eksocitoze, medtem ko so večji 
porasti [Ca2+]i nasprotno izzvali manjše število dogodkov eksocitoze. Poleg tega so v 
miših z izbitim genom za Syt4 opisali elektronsko goste granule, ki so med prehodno 
eksocitozo vzpostavile manj prevodne ozke fuzijske pore (Zhang in sod., 2009). 
Odsotnost povečanja frekvence eksocitotskih dogodkov po draženju z ATP in subtilno 
spremenjeno prevodnost fuzijskih por, ki so jo vzpostavili prehodni eksocitotski mešički, 
v zvezdastih astrocitih bi tako lahko razložili tudi z drugačno lokalizacijo Syt4 v 
serumskih in zvezdastih astrocitih. 
Morda najpomembnejši razlog za odsotnost povečanja eksocitotske aktivnosti po 
draženju z ATP v zvezdastih astrocitih je pretežna lokalizacija mešičkov z VAMP2 v 
tanke izrastke teh celic (Wolfes in sod., 2017). V prid takega sklepa je tudi najdba o 
različnih lastnosti odzivov [Ca2+]i v somi in astrocitnih izrastkih, kjer slednji kažejo večjo 
aktivnost oz. frekvenco povečanj [Ca2+]i (Bindocci in sod., 2017). Ekso-/endocitotske 
aktivnosti odrastkov z metodo vpete krpice membrane žal nismo mogli preveriti zaradi 
njihove izjemno majhne velikosti, ki otežuje optično prepoznavo astrocitnih izrastkov oz. 
onemogoča približevanje in vzpostavitev uspešnega pečata. 
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V doktorski disertaciji smo raziskali elementarne dogodke eksocitoze in endocitoze v 
aktiviranih podganjih astrocitih v celični kulturi. Za aktivacijo astrocitov smo uporabili 
vnetni citokin interferon γ (IFNγ), ki je uveljavljen kot modelni prožilec nekaterih 
lastnosti aktiviranih astrocitov in edinstven induktor izražanja molekul poglavitnega 
histokompatibilnostnega kompleksa razreda II (MHCII), potrebnih za predstavitev 
antigenov limfocitom T. Preučili smo tudi dejavnost procesov eksocitoze in endocitoze 
podganjih astrocitov, gojenih v serumski in v alternativni kulturi brez seruma. Slednji 
pomembno doprinese k bazalni aktivaciji astrocitov v kulturah in zavira vzpostavitev 
fiziološke zvezdaste oblike. 
Naše rezultate lahko povzamemo z naslednjimi ugotovitvami: 
• Tretiranje astrocitov z IFNγ inducira izražanje molekul MHCII, ki je bolj izrazito 
v astrocitih, gojenih v serumskem gojišču. 
• V serumskih astrocitih, tretiranih z IFNγ, se molekule MHCII lokalizirajo 
pretežno v pozne endo-/lizosome. 
• Mešički, ki vsebujejo molekule MHCII so večji in številnejši v neposredni bližini 
plazmaleme serumskih astrocitov, tretiranih z IFNγ. 
• Molekule MHCII so na celični površini serumskih astrocitov izpostavljene le po 
tretiranju z IFNγ. 
• V serumskih astrocitih, tretiranih z IFNγ, vstopajo v prehodno eksocitozo večji 
mešički, ki vzpostavijo širše fuzijske pore s podaljšanim časom odprtega stanja 
pore. 
• V serumskih astrocitih, tretiranih z IFNγ, je zmanjšana frekvenca dogodkov 
popolne endocitoze. 
• Draženje s 100 μM ATP povzroči primerljivo povečanje frekvence eksocitotskih 
dogodkov in zmanjšanje frekvence popolnih endocitotskih dogodkov, tako v 
netretiranih serumskih astrocitih kot v serumskih astrocitih, tretiranih z IFNγ. Z 
ATP-izzvano inhibicijo endocitoze smo prvič opisali v astrocitih. 
• V serumskih astrocitih, tretiranih z IFNγ, je zmanjšan pinocitotski privzem 
zunajceličnih fluorescenčnih dekstranov. 
• Velikost mešičkov, ki spontano vstopajo v ekso-/endocitotske interakcije s 
plazmalemo in frekvenca teh dogodkov sta primerljiva v serumskih in zvezdastih 
astrocitih. 
• V zvezdastih astrocitih prehodni eksocitotski mešički vzpostavijo fuzijske pore z 
večjo prevodnostjo in daljšim časom odprtega stanja pore. 
• Draženje zvezdastih astrocitov s 100 μM ATP izzove manj izrazit ekso-
/endocitotski odziv brez povečanja frekvence eksocitotskih dogodkov. 
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7 POVZETEK (SUMMARY) 
7.1 POVZETEK 
CŽS je edinstveno imunsko okolje. Med najbolj izstopajoče posebnosti slednjega sodijo 
odsotnost dendritičnih celic, imunskih celic, specializiranih za predstavitev antigenov z 
molekulami MHCII, v parenhimu CŽS in s tem povezano zavrtje iniciacije procesov 
pridobljene imunosti (»imunski privilegij«) (Carson in sod., 2006; Louveau in sod., 2015; 
Schwartz in Deczkowska, 2016) ter pomembna vloga celic glije, predvsem mikroglije in 
astrocitov, pri oblikovanju imunskih odzivov (Heppner in sod., 2015; Sofroniew, 2015; 
Ransohoff, 2016). Astrociti so osrednje homeostatične celice CŽS (Verkhratsky in 
Nedergaard, 2018; Verkhratsky in sod., 2019), ki dejavno komunicirajo s svojim okoljem, 
pri čemer igrata pomembno vlogo sklopljena procesa ekso-/endocitoze; s prvimi poleg 
izločanja signalnih molekul glije v zunajcelični prostor poteka tudi dostava membranskih 
proteinov do plazmaleme, na kateri ti opravljajo svojo funkcijo (Verkhratsky in sod., 
2016). Astrociti se na pojav škodljivih dejavnikov odzovejo z aktivacijo, dinamičnim 
procesom številnih fenotipskih sprememb, ki so namenjene zaščiti tkiva CŽS, žal pa 
lahko v določenih okoliščinah tudi doprinesejo k napredovanju patofiziološkega procesa 
(Zamanian in sod., 2012; Pekny in Pekna, 2014; Liddelow in Barres, 2017). 
Vnetni citokin IFNγ je prepoznan kot prožilec aktivacije astrocitov, tretiranje astrocitov 
v kulturi zgolj z IFNγ ali v kombinaciji z drugimi citokini, pa je uveljavljen model za 
raziskovanje tega procesa (Falsig in sod., 2004; Falsig in sod., 2006; Hamby in sod., 
2012). Za astrocite, tretirane z IFNγ, je značilna indukcija izražanja molekul MHCII, kar 
je posebna fenotipsko pridobitev tako aktiviranih astrocitov (Hirsch in sod., 1983; Wong 
in sod., 1984; Zeinstra in sod., 2006; Vardjan in sod., 2012). Številne in vitro raziskave 
pričajo o zmožnosti astrocitov, tretiranih z IFNγ, za opravljanje funkcije predstavitve 
antigenov limfocitom T (Dong in Benveniste, 2001), ki je potencialno povezana s 
patofiziologijo nekaterih bolezni CŽS, zlasti MS (Dong in Benveniste, 2001; Nair in sod., 
2008; Chastain in sod., 2011; Yi in sod., 2019). 
Kljub temu je bilo dosedanje razumevanje procesa z IFNγ induciranega izražanja molekul 
MHCII v astrocitih omejeno, predvsem je ostajal nepojasnjen transport molekul MHCII 
do plazmaleme, na kateri opravljajo svojo funkcijo. Še več, vpliv IFNγ na dinamiko 
elementarne ekso-/endocitoze v astrocitih je bil povsem neraziskan. Poizkusi s 
privzemom zunajceličnih fluorescenčnih dekstranov v astrocite, tretirane z IFNγ, kažejo 
na lokalizacijo molekul MHCII v predelke vzdolž celotne endosomalne poti vse do 
poznih endo-/lizosomov (Vardjan in sod., 2012); podobno kot so ugotovili v (nezrelih) 
dendritičnih celicah (Roche in Furuta, 2015). Glede na opisano usmeritev molekul 
MHCII do poznih endo-/lizosomov, ki so znani tudi kot eksocitotski predelki astrocitov 
(Verkhratsky in sod., 2016), vpleteni predvsem v signalizacijo z ATP (Zhang in sod., 
2007; Verderio in sod., 2012; Beckel in sod., 2018; Jones in sod., 2018)  in popravilo 
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poškodb plazmaleme (Reddy in sod., 2001; Sreetama in sod., 2016), smo predpostavili, 
da so ti neposredno odgovorni za dostavo molekul MHCII do plazmaleme.  
Naše raziskave so potrdile z IFNγ inducirano izražanje molekul MHCII v astrocitih (Slike 
1-5). V astrocitih, tretiranih z IFNγ, so se novoizražene molekule MHCII pretežno 
usmerile v pozne endo-/lizosome, kar dokazujeta velika kolokalizacija molekul MHCII s 
proteinskim označevalcem lizosomov LAMP1 (~72 %) v teh celicah (Slika 3) in izrazit 
upad imunofluorescence MHCII, na raven primerljivo z netretiranimi astrociti ob 
sočasnem tretiranju astrocitov z IFNγ in GPN, ki povzroči osmotsko lizo lizosomov 
(Slika 4). V astrocitih, tretiranih z IFNγ, so se MHCII-imunopozitivni mešički v večjem 
številu porazdelili tudi v neposredno bližino plazmaleme, kjer lahko vstopijo v eksocitozo 
in dostavijo molekule MHCII z antigeni na površino celic. Slednje smo potrdili z 
imunofluorescenčnim označevanjem molekul MHCII v živih, nepermeabliziranih 
astrocitih, ki je razkrilo imunofluorescenco MHCII le v astrocitih, tretiranih z IFNγ (Slika 
5).  
Z meritvami membranske kapacitivnosti z metodo vpete napetosti krpice membrane smo 
pokazali, da tretiranje astrocitov z IFNγ spremeni elementarno ekso-/endocitotsko 
aktivnost. V astrocitih, tretiranih z IFNγ, so v prehodno eksocitozo vstopali večji mešički 
(Sliki 6 in 7), kar zelo verjetno odseva povečan doprinos lizosomov, večjih eksocitotskih 
mešičkov astrocitov (Verkhratsky in sod., 2016). Pojav večjih MHCII-imunopozitivnih 
mešičkov smo neodvisno izmerili s superresolucijsko SIM (Slika 5). Poleg tega smo v 
astrocitih, tretiranih z IFNγ, izmerili večjo prevodnost pore pri mešičkih, ki med prehodno 
eksocitozo vzpostavijo ozko fuzijsko poro, in podaljšan čas odprtega stanja pore pri vseh 
dogodkih prehodne eksocitoze (Slika 8). 
Meritve membranske kapacitivnosti v astrocitih, tretiranih z IFNγ, so hkrati razkrile 
inhibicijo dogodkov popolne endocitoze (Slika 9), kar neodvisno potrjuje tudi zmanjšan 
neselektivni pinocitotski privzem zunajceličnih fluorescenčnih dekstranov v te celice 
(Slika 10). Endocitoza omogoča odstranjevanje molekul MHCII s plazmaleme, zato njena 
inhibicija pripomore k podaljšanem zadrževanju MHCII na celični površini (Roche in 
Furuta, 2015). Na ta način je omogočena dolgotrajnejša izpostavljenost molekul MHCII 
na površini astrocitov, kar potencialno poveča verjetnost predstavitve antigenov 
limfocitom T pomagalkam.  
Astrocite v celični kulturi tradicionalno vzdržujemo v gojišču z dodanim serumom. Ta 
sicer zadovoljuje številne presnovne potrebe astrocitov in pripomore k njihovi 
proliferativnosti, vendar tudi doprinese k bazalni aktivaciji astrocitov (Foo in sod., 2011; 
Hamby in sod., 2012; Lange in sod., 2012; Zamanian in sod., 2012). Prisotnost seruma 
tudi spremeni morfologijo astrocitov in njihovo znotrajcelično signalizacijo s kalcijevimi 
ioni (Morrison in de Vellis, 1981; Fischer in sod., 1982; Morita in sod., 2003; Foo in sod., 
2011; Wolfes in sod., 2017). Na podlagi slednjih sprememb smo predvideli vpliv seruma 
(oz. metode gojenja) na procese elementarne ekso-/endocitoze. Primerjali smo dinamiko 
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elementarnih dogodkov ekso-/endocitoze v serumskih in zvezdastih astrocitih. Slednje 
smo gojili v celični kulturi, ki smo ji odtegnili FBS (Wolfes in sod., 2017). V predelu 
telesa (some) zvezdastih astrocitov smo v spontanih razmerah ugotovili ekso-
/endocitotsko aktivnost, ki je bila primerljiva s serumskimi astrociti (Slika 11). V teh 
pogojih je izjemo predstavljala le povečana prevodnost ozkih fuzijskih por in podaljšan 
čas odprtega stanja pore pri dogodkih prehodne eksocitoze (Slika 12). Draženje z ATP, 
ki v astrocitih poveča [Ca2+]i in spodbudi eksocitozo (Guček in sod., 2016; Stenovec in 
sod., 2016), je razkrilo večje razlike med kulturama. V zvezdastih astrocitih draženje ni 
povzročilo pričakovanega značilnega povečanja frekvence eksocitotskih dogodkov (Slika 
13). Vzrok za izostalo povečanje ekso-/endocitotske aktivnosti bi lahko iskali v 
predlagani prostorski ločitvi procesov znotrajcelične kalcijeve signalizacije med somo in 
celičnimi izrastki v zvezdastih astrocitih (Bindocci in sod., 2017; Wolfes in sod., 2017) 
ter potencialno različni mirovni [cAMP]i, ki vpliva na morfologijo (Lim in sod., 1973; 
Shapiro, 1973; Lange in sod., 2012; Vardjan in sod., 2014), kalcijevo signalizacijo 
(Horvat in sod., 2016) in izražanje molekul MHCII (Frohman in sod., 1988) v astrocitih. 
Aktivacija astrocitov v kulturi z IFNγ ali serumom spremeni dinamiko elementarnih 
dogodkov ekso-/endocitoze. Naša raziskava je poglobila razumevanje temeljnega 
celično-biološkega procesa z IFNγ induciranega izražanja in transporta molekul MHCII 
v astrocitih. Za celovito razumevanje patofiziološkega pomena tega procesa bodo 
potrebne nadaljnje in situ ter in vivo raziskave. 
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The central nervous system (CNS) represents a unique immune environment. From an 
immunological standpoint, the most noteworthy differences include the absence of 
dendritic cells, immune cells specialized for antigen presentation with MHCII molecules 
from CNS parenchyma and associated suppression of adaptive immune responses 
(“immune privilege”) (Carson in sod., 2006; Louveau in sod., 2015; Schwartz in 
Deczkowska, 2016), and an important role of glial cells, in particular microglia and 
astrocytes, in the shaping of immune responses (Heppner in sod., 2015; Sofroniew, 2015; 
Ransohoff, 2016). Astrocytes are central homeostatic cells of the CNS (Verkhratsky in 
Nedergaard, 2018; Verkhratsky in sod., 2019), which dynamically communicate with 
their environment. The coupled processes of exo-/endocytosis play a key roles in this 
communication; the former is involved in both secretion of gliosignalling molecules into 
the extracellular space as well as delivery of membrane proteins to the plasmalemma, 
where they perform their functions (Verkhratsky in sod., 2016). Astrocytes respond to 
detrimental changes with activation, a dynamic process of numerous phenotypic 
alterations intended to protect and minimize tissue damage; however this can also 
contribute to the progression of pathophysiological processes (Zamanian in sod., 2012; 
Pekny in Pekna, 2014; Liddelow in Barres, 2017). 
The inflammatory cytokine IFNγ is a well-recognised trigger of astrocyte activation and 
astrocyte treatment with IFNγ alone or in combination with other cytokines is an 
established model for research of astrocyte activation (Falsig in sod., 2004; Falsig in sod., 
2006; Hamby in sod., 2012). Astrocyte treatment with IFNγ is unique in its ability to 
induce MHCII molecule expression, representing a distinct phenotypic alteration of 
astrocytes activated in this way (Hirsch in sod., 1983; Wong in sod., 1984; Zeinstra in 
sod., 2006; Vardjan in sod., 2012). Numerous in vitro studies report the ability of IFNγ-
treated astrocytes to function as antigen presenting cells (Dong in Benveniste, 2001), a 
function implicated in the pathophysiology of various CNS diseases, in particular MS 
(Dong in Benveniste, 2001; Nair in sod., 2008; Chastain in sod., 2011; Yi in sod., 2019). 
Nonetheless, our understanding of IFNγ-induced MHCII molecule expression in 
astrocytes was limited, especially regarding the transport of MHCII molecules to the 
plasmalemma, where they perform their function. Moreover, the potential influence of 
IFNγ on the dynamics of elementary exo-/endocytosis in astrocytes was completely 
unknown. Studies examining uptake of extracellular fluorescent dextran into IFNγ-treated 
astrocytes indicated that MHCII molecules localize to compartments along the 
endocytotic pathway, all the way up to late endo-/lysosomes (Vardjan in sod., 2012), 
similarly as in inmature dendritic cells (Roche in Furuta, 2015). Given the subcellular 
localization of MHCII molecules in late endo-/lysosomes, which are recognised as 
astrocytic exocytotic compartments (Verkhratsky in sod., 2016) predominately 
implicated in ATP signalling (Zhang in sod., 2007; Verderio in sod., 2012; Beckel in sod., 
2018; Jones in sod., 2018) and plasmalemmal repair (Reddy in sod., 2001; Sreetama in 
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sod., 2016), we postulated that lysosomes directly deliver MHCII molecules to the 
plasmalemma.  
Our study confirmed the induction of MHCII molecule expression evoked by IFNγ in 
astrocytes (Figures 1-5). In IFNγ-treated astrocytes newly expressed MHCII molecules 
localized principally to late endo-/lysosomes, as confirmed by a high degree of MHCII 
molecule colocalization with LAMP1 (~72%), a marker of lysosomes, in these cells 
(Figure 3). Additionally, a large reduction of MHCII immunofluorescence was observed 
after astrocytes were cotreated with IFNγ and GPN, which resulted in the osmotic lysis 
of lysosomes. Residual MHCII immunofluorescence following cotreatment was 
comparable to control levels (Figure 4). MHCII-immunopositive vesicles in IFNγ-treated 
astrocytes were copiously distributed in the close proximity of the plasmalemma, where 
they can interact with it and deliver MHCII molecules. Successful integration of MHCII 
molecules into the plasmalemma was confirmed by MHCII immunolabelling of live, non-
permeabilised astrocytes that revealed abundant MHCII immunofluorescence exclusively 
in IFNγ-treated astrocytes (Figure 5). 
Cell-attached patch-clamp membrane capacitance measurements directly confirmed the 
effect of IFNγ on the modulation of elementary exo-/endocytotic activity in astrocytes. In 
IFNγ-treated astrocytes, larger vesicles underwent reversible exocytosis (Figures 6 and 
7), which presumably reflected an increased contribution of lysosomes, larger astrocytic 
exocytotic compartments (Verkhratsky in sod., 2016). The occurrence of larger MHCII-
immunopositive vesicles in IFNγ-treated astrocytes was independently confirmed by 
superresolution SIM (Figure 5). Additionally, in IFNγ-treated astrocytes, vesicles 
undergoing reversible exocytosis established narrow fusion pores with increased 
conductance as well as prolonged pore dwell time (Figure 8).  
Furthermore, membrane capacitance measurements in IFNγ-treated astrocytes revealed a 
concurrent inhibition of full endocytosis (Figure 9), which was corroborated by a 
decreased pinocytotic uptake of extracellular fluorescent dextran into these cells (Figure 
10). Endocytosis enables removal of MHCII molecules from the plasmalemma, therefore 
its suppression contributes to prolonged residence of MHCII molecules on the cell surface 
(Roche in Furuta, 2015). Inhibition of full endocytosis thus favours prolonged retention 
of MHCII molecules on the astrocyte surface, which potentially increases the probability 
of successful antigen presentation to T helper cells. 
Astrocytes in cell cultures are traditionally maintained with media supplemented with 
serum. This provides for the metabolic needs of astrocytes and contributes to their high 
proliferation rate. However, it also augments their basal activation (Foo in sod., 2011; 
Hamby in sod., 2012; Lange in sod., 2012; Zamanian in sod., 2012). Serum exposure thus 
alters cell morphology and intracellular calcium signalling (Morrison in de Vellis, 1981; 
Fischer in sod., 1982; Morita in sod., 2003; Foo in sod., 2011; Wolfes in sod., 2017). The 
latter lead us to consider the effect of FBS on modulation of elementary exo-/endocytosis. 
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We compared the dynamics of exo-/endocytotic events in serum and stellate astrocyte; 
the latter were cultivated with serum-free media (Wolfes in sod., 2017). In the soma of 
stellate and serum astrocytes we found comparable exo-/endocytotic activity at rest 
(Figure 11), with the exceptions of increased fusion pore conductance and prolonged 
fusion pore dwell time of reversible exocytotic events in stellate astrocytes (Figure 12). 
On the other hand, ATP stimulation, which elevates [Ca2+]i in astrocytes and triggers 
regulated exocytosis (Guček in sod., 2016; Stenovec in sod., 2016), revealed more 
pronounced  differences; stellate astrocytes did not display any increase in the frequency 
of exocytotic events (Figure 13). The possible causes for the absence of this effect can is 
potentially found in the spatial segregation of intracellular calcium signalling between 
soma and processes in stellate astrocytes (Bindocci in sod., 2017; Wolfes in sod., 2017) 
and a possible difference in resting [cAMP]i, affecting astrocyte morphology (Lim in sod., 
1973; Shapiro, 1973; Vardjan in sod., 2014), calcium signalling (Horvat in sod., 2016) 
and MHCII molecule expression (Frohman in sod., 1988). 
IFNγ- or serum-induced activation of cultured astrocytes thus alters the dynamics of 
elementary exo-/endocytosis. Our study provides novel insights and deepens our 
understanding of the fundamental cellular process of IFNγ-induced expression and 
transport of MHCII molecules in astroglia. To comprehensively grasp the 
pathopysiological significance of this process, further in situ and in vivo studies will be 
required. 
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